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Uber den EinfluB der Indicatorfarbstoffe 
auf das Wirkungsvermégen der Esterasen. 


Dritte?) Mitteilung zur Kinetik der Esterhydrolyse 
durch Enzyme. 


Von 
Eugen Bamann und Maria Schmeller. 
Mit 4 Figuren im Text. 
Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in MOnchen. ) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. September 1930.) 


Einleitung. 


Die Methode, die EK. Knaffl-Lenz?*) im Jahre 1923 zur Be- 
stimmung des Wirkungsvermégens esterspaltender Knzyme_ be- 
schrieben hat, ist in den letzten Jahren von verschiedenen Autoren 
angewendet worden. Seitdem niimlich die reaktionskinetischen 
Untersuchungen ialterer Forscher wieder aufgenommen wurden 
und es Aussicht hatte, die Ergebnisse dieser Forschungsrichtung 
der Férderung wichtiger Fragen auf dem Spezifitiitsgebiete dienst- 
bar zu machen, war eine MeBbmethodik erwiinscht, die erlaubte, 
den Reaktionsverlauf der Esterspaltung ohne Unterbrechung in 
allen Stadien zu verfolgen. Dieser Anforderung entspricht die 
Knaffl-Lenz’sche Methode, bei der von einem Pufferzusatz, der 
die direkte Titration der freigemachten Siéure nicht gestatten 
wiirde, abgesehen und die Verseifung des Esters durch die ver- 
brauchte Laugenmenge gemessen wird, die zur Aufrechterhaltung 
einer durch einen entsprechenden Indicator gekennzeichneten 
Wasserstoffionenkonzentration notwendig ist. 

In Anlehnung an die beschriebene Methode verfolgen P. Rona 
und R. Ammon’) die enzymatische Wirksamkeit durch elektro- 


1) I. Mitteilung, Diese Z. 183, 149 (1929); II. Mitteilung, Diese Z. 188, 
251 (1930). 
*) Arch. fiir exper. Pathol. 97, 242 (1923) u. zw. S. 245. 
3) Biochem. Z. 181, 49 (1927) u. zw. S. 55. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXCIV 1 
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ne 


metrische Titration. Diese Modifikation beschrinkt jedoch bisher 
die Zahl der nebeneinanderlaufenden Versuche. Wir erwihnen 
auBerdem die gasanalytische Methode nach P. Rona und A. Las- 
nitzki"), die ihr Vorbild in der Glykolysebestimmung von O. War- 
burg’) hat. Sie besitzt grobe Genauigkeit und Empfindlichkeit 
und bietet die Méglichkeit, Reihenversuche anzusetzen. Da jedoch 
die Reaktion in bikarbonatalkalischer Lisung vor sich geht, ist 
bei ihrer Anwendung eine weitgehende Riicksicht auf das Ver- 
hiltnis der enzymatischen zur Hydroxylionen- Verseifung, besonders 
bei héheren Substratkonzentrationen, notwendig. 

So sehr man geneigt sein wird, der Titrationsmethode von 
Knaffl-Lenz wegen ihrer einfachen Handhabung den Vorzug 
unter den genannten Methoden zu geben, so kann sie, wie unsere 
Untersuchung zeigen wird, in der von Knaffl-Lenz gegebenen 
Form keinen Anspruch auf exakte Bestimmung der fettspaltenden 
Knzyme machen. Wir finden niimlich, dab die zugesetzten In- 


dicatorfarbstoffe -— bereits in bedeutend kleineren Mengen als 
es die Vorschrift vorsieht — das Reaktionssystem in hohem 
MaBe — meist hemmend — beeinflussen. Bei Versuchen, die 


beispielsweise 0,05 ccm Buttersiiuremethylester in 100 ccm Ansatz 
enthalten, betriigt die Hemmung bei einem Zusatz von: 


Bromthymolblau 


0,4 ng 2 mg 5 mg 
bei Schafleberesterase . . . 23°/, 60°/, 79° 
bei Menschenleberesterase . . 53 85 — 
bei Pferdeleberesterase . . . 65 94 94 


Diese Einfliisse in ihrem Wesen kennenzulernen, sie nach Még- 
lichkeit auszuschalten, um die Bestimmungsweise brauchbar fiir 
die quantitative Analyse zu machen, ist Aufgabe dieser Arbeit. 
Wir haben einige Farbstoffe gefunden, die in den von uns ge- 
priiften Fiillen, nimlich bei den Leberesterasen einer Anzabl von 
Tieren, praktisch ohne EinfluB auf den Reaktionsverlauf sind. 
Wir sind allerdings der Meinung, da diesen Farbstoffen keine 
exzeptionelle Stellung zuzuschreiben ist, daB vielmehr die Ein- 
fliisse nur unmefbar klein sind. Daher wird es bei Messungen 
hesonderer Art. so bei kleinen Enzymmengen und bei niederer 
Esterkonzentration, notwendig bleiben. die Zuverlissigkeit der 
Methode stets zu priifen. 


1) Biochem. Z. 152, 504 (1924). 
*) Biochem. Z. 142, 317 (1923) u. zw. 8. 330; 152, 51 (1924). 
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Die Rolle von Farbstoffen bei KEnzymreaktionen ist noch wenig 
untersucht. Von einigen fluoreszierenden Stoffen, wie Kosin, weib 
man, dab sie Strahlungseinfliisse auf Knzyme hinsichtlich ihrer 
hemmenden oder zerstérenden Wirkung erhéhen oder abschwiichen 
kénnen. Diese Kinfliisse gelten mit Recht als unspezifisch und 
es scheint nach einer Arbeit von O. Svanberg!) die Licht- 
zerstorung in manchen Fillen nicht einmal auf den primiiren 
EKinflu8 der Strahlen, sondern auf einen sekundiren chemischen 
Effekt zuriickzufiihren zu sein. Unserer Untersuchung niiher 
kommt eine iltere Arbeit von H. W. Houghton?) der den Ein- 
flu8 von Farbstoffen bei der Hydrolyse von Butterfett durch 
Lipase priifte. Die Farbstoffe Orlean und Olgelb, die zum 
FKirben der Butter benutzt werden, bewirken in Mengen von 
0,5—2 mg eine sehr starke Aktivierung der Rindleberesterase. 
Wie weit die Erklirung fiir die Reaktionsbeschleunigung, die auf 
die Anwesenheit von ,lipolytisch aktiven Substanzen“ (gemeint 
sind wohl Aktivatoren) in den Farbstoffen zuriickgefiihrt wird, 
zutrifit, ist bei der Uneinheitlichkeit der angewandten Farbstoffe 
schwer zu entscheiden. 

Die Ergebnisse unserer Untersuchung lassen es nach dem 
heutigen Stande der Analyse enzymatischer Reaktionsmechanismen 
als sicher erscheinen, daB die Kinwirkung der von uns gepriiften 
Farbstoffindicatoren auf die Esterverseifung eine spezifische ist. 
Die Arbeiten von R. Willstitter und seinen Mitarbeitern*) haben 
gezeigt, dai bei einigen fettspaltenden Enzymen, namlich der 
Pankreas- und Magenlipase, Zusiitze bestimmter Art ein Reaktions- 
system schafien kénnen, das die Wirkung zufalliger Aktivatoren 
und Hemmungskoérper ausschaltet und so die Bestimmung und 
den Mengenvergleich eines Enzyms in verschiedenen Reinheits- 
graden erlaubt. Die Wirkungsweise dieser Zusatzstoffe ist im 
wesentlichen die Verbesserung der Adsorptionsverhiltnisse fiir 
Lipase und Fett und vollzieht sich auf der Oberfliiche der Kolloid- 
teilchen. Zusiitze dieser Art scheinen aber fiir das Wirkungs- 
vermégen der Leberesterasen ohne EinfluB zu sein.*) Es sind 
daher Anderungen der Reaktionsgeschwindigkeit bei Zusatz kleiner 
Farbstofimengen wahrscheinlich nicht auf diese Art der Beein- 





1) Ark. f. Kemi 8, Nr. 6 (1921); Chem. Z. 1922, II], 522. 

2) J. Am. Chem. Soc. 29, 1351 (1907). 

*) Diese Z. 125, 93 (1923); 129, 1 (1923); 133, 247 (1924): 140, 203 
(1924). 


 H. Kraut u. H. Rubenbauer, Diese Z. 173, 103 (1928) u. zw. S. 107. 
1* 
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flussung zuriickzufiihren. Andererseits sind die im experimentellen 
Teil der Arbeit mitgeteilten Erscheinungen gut zu vereinbaren 
mit den von R. Kuhn!) fiir die spezifische Beeinflussung enzy- 
matischer Reaktionen durch natiirliche und zusiitzliche Stoffe er- 
drterten Moglichkeiten. Diese Eintliisse kommen auf Grund der 
Reaktionsfihigkeit des Koérpers mit dem Enzyimn, dem Substrat 
oder der Knzym-Substratverbindung zustande. In unserem Falle 
bestehen solche Reaktionsméglichkeiten sowohl fiir Substrat wie 
fiir die Farbstoffe. Ester und Lacton (Phthaleinfarbstoffe) zeigen 
nimlich Neigung zu Komplexbildungen.*) Endlich spricht die 
Analogie mit dem EinfluB von Alkoholen, den vor kurzem D. R. 
P. Murray und Ch. G. King?) beschrieben haben, fiir die Annahme 
spezifischer Einwirkung. Diese Autoren haben den EinfluB der 
optischen Antipoden von Alkoholen ungleich groB gefunden, was auf 
verschiedene Reaktionsfihigkeit mit dein Enzym schlieBen liBt. Die 
mitgeteilten Hemmungskurven (S. 193) entsprechen sehr gut den 
von uns mit Farbstoffen gefundenen. Noch nicht zu entscheiden 
vermégen wir aber, durch welches Zusammenspiel der moéglichen 
spezifischen Einfliisse der veriinderte Reaktionsverlauf zustande 
kommt. 
Experimenteller Teil. 
I. Methodik. 

Den Reaktionsverlauf der Ksterspaltung verfolgten wir ent- 
sprechend dem Vorbild der Untersuchungen von EK. Knaffl-Lenz*) 
sowle R. Willstiitter, R. Kuhn, O. Lind und F. Memmen.°) 
Das Reaktionsgemisch unserer Versuchsansiitze betrug 100 ccm; 
es enthielt als Substrat den fiir enzymatische Verseifungen als 
besonders geeignet erkannten Buttersiuremethylester®), den in den 
einzelnen Messungen verschiedenen Farbstoffindicator, sowie die 
Knzymlésung. Ks erwies sich als notwendig, reinstes, kohlensiure- 
freies Wasser zu verwenden. Da sich der KinfluB von Farbstoft- 
zusiitzen am stirksten in verdiinnten Ksterlésungen geltend macht, 
wiihlten wir im allgemeinen eine Substratkonzentration 0,05 ccm = 
0,0449 ¢ Ester: 100 com. Um unter diesen Verhiiltnissen geniigend 

') Uber Spezif. d. Enzyme yon R. Willstitter u. R. Kubn; I. Zur 
Theorie d. Zeitwertquotienten von R. Kuhn, Diese Z. 125, 1 (1928). 

*) P. Pfeiffer, Organische Molekiilverbindungen, Stuttgart 1927, 2. Aufl. 

*) Biochem. J. 24, 190 (1930). 

*) Arch. f. exper. Path. 97, 242 (1923). 

‘) Diese Z. 167, 803 (1927). 

°) R. Willstiitter u. F. Memmen, Diese Z. 133, 229 (1924) u. zwar 


S. 281. 
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Jange Versuchszeiten zu erzielen, war die Anwendung von kleinen 
EKnzymmengen notig, 0,03—0,2 Lipase-Einheiten'), entsprechend 
0,1—0,7 ccm unserer Ausziige. Dadurch wurde zugleich ein Zu- 
satz groéBerer Mengen KiweiB vermieden, das im Gemisch mit 
den Farbstoffindicatoren wohl stark veriinderte Reaktionsbe- 
dingungen schafit. 

Die Reaktionsgeschwindigkeit in Versuchen ohne Farbstoff- 
zusatz ermittelten wir in der Weise, daB wir neben einem 
Versuch, der Indicator enthielt und daher eine verlangsamte 
Umsatzgeschwindigkeit anzeigte, zu 3—4 farbstofffreien Ansiitzen 
steigende Mengen Lauge zusetzten und nach einer bestimmten 
Zeit durch Hinzufiigen des Indicators auf Grund der auftretenden 
Farbe den richtigen Gang der Titration in einem der Kolben 
feststellten. Die so gefundene Reaktionsgeschwindigkeit muBte noch 
in mehrere: Kountrollversuchen bestitigt werden, bevor sie dem 
Vergleich mit Messungen in farbstoffhaltigen Loésungen zugrunde 
gelegt wurde. 

Der Zusatz der Indicatorfarbstofie*) erfolgte in Form ihrer 
wiBrigen Lésungen. Wir hatten uns zu diesem Zweck von Brom- 
kresolpurpur eine 0,05°/,ige, von Bromthymolblau eine 0,01 °/) ige, 
von Neutralrot und p-Nitrophenol eine 0,1°/,ige und von m-Nitro- 
phenol eine 0,3°/,ige Lésung hergestellt. Phenolphthalein und 
Rosolsiiure brachten wir dadurch in Lésung, dab wir die Farb- 
stoffe mit schwach alkalischem Wasser lingere Zeit schiittelten. 
Die Lésungen enthielten 0,02°/, Rosolsiiure bzw. anniihernd 
0,03°/, Phenolphthalein. AuBerdem diente uns in einigen Ver- 
suchen eine 0,125°/,ige und eine 1°/,ige iithylalkoholische Lésung 
von Phenolphthalein. 

II. Enzymmaterial. 

Die Esteraselésungen wurden gewonnen, indem wir die durch 
Aceton- und Aceton—Ather-Behandlung dargestellten Lebertrocken- 
pulver eine Stunde mit der 50 fachen Menge n/40-Ammoniak 
extrahierten und die Ausziige durch Fallen eines unwirksamen 
eiweiBreichen Niederschlages mittels verdiinnter HMssigsiiure und 
darauffolvende Dialyse reinigten. 

Wir fiihren die Trockenpraparate mit Kenn-Nummern und Tag ihrer 


Darstellung nachfolgend an: 





1) Die Bedingungen zur Ermittlung der Enzymmenge siche Ber. chem. 
Ges. 62, 1538 (1929) u.zw. S. 1541. 

2) Indicatoren zur Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration mit 
Puffergemischen nach Sérensen (i. Merck). 
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Menschenleber 4 (18. XII. 1929); Menschenleber 5 (18. IT. 1930); 
Pferdeleber 2 (27. V. 1929); Schafleber 4 (28. I. 19380); 
Kaninchenleber 3 (6. V. 1930). 


III. Messungsergebnisse. 


1. Phthaleinfarbstoffe. 


Unter den fiir die Bestimmung der Wasserstoffionenkonzen- 
tration auf colorimetrischem Wege gebriiuchlichen Farbstoffen 
sind in ansehnlicher Zahl Derivate des Phthalophenons. Diese 
tinden bei der Ksterasebestimmung nach der Methode von Knaffl- 
Lenz fast ausschlieBlich Verwendung. Ganz besonders schien 
sich das Dibromthymolsulfonphthalein (Bromthymolblau) zu eignen, 
elnerseits, weil der Umschlag von gelb nach blau sehr gut 
charakterisierte Farbténe durchliuft, so dab die Feststellung des p,, 
und seine Korrektur auf den gewiinschten Wert nicht schwierig, 
und andererseits der Bereich des Umschlags, p,, = 6,0—7,6, in 
einem Gebiet liegt, das fiir die Messung der Esterasewirksamkeit 
sehr erwiinscht ist. Diese iibersichtliche und einfache Methode 
birgt aber eine Reihe von Fehlerméglichkeiten in sich, die bisher 
keine Beachtung gefunden haben. Im Laufe unserer Arbeiten 
war es uns aufgefallen, daB die Reproduzierbarkeit der Messungen 
die Kinhaltung auch unwesentlich scheinender Bedingungen, bei- 
spielsweise der Tropfenzahl des zugesetzten Indicators, erforderte. 
AuBerdem stieB die Deutung des Befundes, dab die Affinitaten der 
Ksterasen von der jeweils angewandten Knzymmenge abhingen, 
so lange auf Schwierigkeiten, bis wir den KinfluB erkannten, den 
die Indicatorfarbstoffe in wechselndem Mabe und in verschiedener 
Beziehung auf das Reaktionssystem ausiiben. Nach Beriick- 
sichtigung dieses Umstandes und Ausschaltung der Fehlerquelle 
findet man die Dissoziationskonstanten der Ksterase—Kster-Vcer- 
bindungen erwartungsgem&B in einem weiten Bereich unabhingig 
von der Enzymmenge. 


Abhiingigkeit des Farbstoffeinflusses von der Farbstoffmenge. 


Schon Bruchteile eines Milligramm Farbstoffes in 100 cem 
Versuchsansatz geniigen, wie wir zu EKingang unserer Unter- 
suchung gezeigt haben, um sehr erhebliche Hemmungen der 
Umsatzgeschwindigkeiten hervorzurufen. Aus T'ab. 1, welche die 
Versuchsbelege dazu enthalt, geht hervor, daB mit der Erhéhung 
der Zusatzmenge in allen Fiillen eine Zunahme der Hemmung 
einhergeht. Interessanter ist die 'Tatsache, dab eine bestimmte 
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Menge Farbstoff bei Enzymen verschiedener Herkunft nicht den 
gleichen (grad der Hemmung bewirkt. Bei gleicher Substrat- 
konzentration werden durch 0,4 mg Bromthymolblau Schafleber- 
esterase um 23°/,, Menschenleberesterase um 53°/, und Pferde- 
leberesterase um 65°/, gehemmt. Die Erklirung dafiir ist, woraut 
die Ergebnisse des niichsten Abschnittes hinweisen, wohl zum 
groBten ‘Teil in den fallenden Werten der Affinitiitskonstanten 


dieser Enzyme gegeniiber Methylbutyrat zu suchen. 


Tabelle 1. 


Abhingigkeit des Farbstoffeinflusses yon der Farbstoffmenge. 
(Die Zahlen geben an die in 60 Minuten bei p,;; = 6,8 und 24° im Versuchs- 
ansatz 0,0149 g Methylbutyrat : 100 ecm gebildeten Milligramme Buttersiiure.) 





Bromthymo!]blau Phenolphthalein 


Herkunft des Enzyms = |—-—___~_ 
00mg\04mg 2mg 38mg ]0,0 mg 0,2 mg 1,6 mg 


Schafleber 4. . . . .] 3,59 2,76 1,42 








0,75 | 3,05 | 2,90 | 2,78 








| 
Menschenleber 5 . . . | 2,54 1,20 0,37 | — 2,29 1,14 | 0,44 
| 
Pferdeleber 2 ... . {| 2,24 | 0,79 | 0,14 | 0,13 | 1,99 | 1,54 | 0,76 


Bei den Versuchen mit Phenolphthalein erfolgte der Zusatz 
in Form von alkoholischen Lésungen; er betrigt je 4 Tropfen. 
Der phenolphthaleinfreie Versuch enthilt, um einen Vergleich zu 
erméglichen, 4 Tropfen Alkohol. Die Beobachtung der Ester- 
hydrolyse bei p,, = 6,8 wurde in diesen Versuchen durch Zusatz 
einer geringen Menge Bromkresolpurpur ermoglicht; dieser Farb- 
stoff beeinfluBt nimlich, wie wir noch zeigen, die Reaktions- 
geschwindigkeit unter den gewihlten Bedingungen in kaum meb- 
barer Weise. 

Der EinfluB des zugefiigten Alkohols steht hinter dem der 
Farbstoffe zuriick; immerhin bedingen 4 Tropfen: 100 ccm Ansatz 
eine Verlangsamung der Reaktion um 10—15°/,, was in weiteren 
Versuchen bestiitigt wurde. 


BeeinfluBbarkeit der Reaktionsgeschwindigkeit 
bei verschiedenen Esterkonzentrationen. 

Die Untersuchung der Auswirkung des Zusatzes yon Indicator- 
farbstoffen bei verschiedenen Substratkonzentrationen ist von der 
Absicht geleitet zu erkennen, wie weit es sich hierbei um Reaktions- 
beeinflussung spezifischer Art handelt. Es war nicht wahr- 
scheinlich, daB der Reaktionsverlauf nur eine Anderung in 
quantitativer Hinsicht erfihrt, etwa durch Obertliichenaktivierung 
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des Enzyms oder des Substrates, sondern daB die Verinderung 
die qualitative Zusammensetzung des Enzyms, des Substrates oder 
der Enzym—Substrat-Verbindung betrifit. Diese Ansicht sehen 
wir durch die Versuchsergebnisse bestitigt. [Die Betrachtung der 
4 Kurvenbilder, die die Abhiingigkeit der Umsatzgeschwindigkeit 
von der Substratkonzentration mit und ohne Zusatz von Brom- 
thymolblau darstellen, zeigt, daB die Hemmung durch den Farb- 
stoff mit der Abnahme der Esterkonzentration ansteigt. Die 
(gréBe des Hemmungsgrades in Prozenten ist der an Tab. 2 an- 
geschlossenen Zusammenstellung zu entnehmen. 


Tabelle 2. 


Vergleich des Farbstoffeinflusses bei verschiedener Substratkonzentration. 
Die Zahlen geben an die in 100 cem bei p;; = 6,8 und 24° in 25 Minuten 
gebildeten Milligramme Buttersiiure; Zusatz von Bromthymolblau: 3 mg.) 








Molaritiit des Esters 
Herkunft 0,1469 0,0734 0,0367 0.0184 0,0092 
des Enzyms ee GE 








ohne mit ohne} mit }ohne' mit Johne mit ohne) mit 
Farbstoff | Farbstoff| Farbstoft| Farbstoff | Farbstoff 


Schafleber 4... . | 0,63 0,6370,88  0,81]1,27 0,s8]1,78 | 1,10]2,51 0,90 
Menschenleber 4 . | 2,33 2,00]2,78 | 2,06) 3,04 1,4613,07 .0,92]2,80 0,50 
Kaninchenleber 3 . | 1,59 0,97]2,08 1,05] 2,34 0,75]2,36 0,43], —  — 
Pferdeleber 2... 1 4,387,368] —  — [3,61 0,96]3,12 0,43]2,49 0,19 

















Tabelle 2 (fortsetzung). 





Molaritiit des Esters 





Herkunft 0,0046 | 0.0023 | 0,0011 | 0,0006 0.0003 
des Enzyms ohne| mit Johne mit |ohne! mit ohne! mit Johne! mit 
| i 
Farbstoff | Farbstoff} Farbstoff | Farbstoff | Farbstoff 
Schafleber 4... . | 2,84 0,60]2,52 0,30 a | 0417 1,04 0,06 }0,538 0,03 
Menschenleber 4 . | 2,48 0,22] — — | 1,82)0,04]70,91 0,04, —-— , — 
i | 
Kaninchenleber 3 . | 0,89 0,09} —  — 10,36/0,02] — | — | — | -— 
tee 
Pferdeleber 2... | 1,56 0,09] — )§ — 10,56 |0,02]0.25 0,02], — | — 

















Bei einer Ester Molaritiit von: 0.1469 0,0367 0,0092 06,0045 0,0011 
bewirkt der Zusatz von Farbstoff 
nach Tab. 2 folgende Hemmungen: 


Esterase aus Schafleber4 . . . . O°/, 23°/, 64°, 79°, 90°), 
Esterase aus Mensehenleber 4... 35 72 82 91 97 
Esterase aus Kaninchenleber 3. . . 39 68 g9 Q5 


© 
to 
er 
—_ 
—_ 
lan) 
— 
-j 


Esterase aus Pferdeleber2 . . . . 16 73 
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Aktivitéts-p, -Kurven. 
Auf den Ordinaten sind die in 25 Minuten gebildeten Milligramme Butter- 
siiure, auf den Abszissen der negative Logarithmus der Esterkonzentration 
aufgetragen. 


: r ; 
cr —_ _— —_—_ — = } 
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Fig.1. Esterase aus Schafleber 4, Fig. 2. Esterase aus Menscheuleber 4 
I. ohne Zusatz. I. ohne Zusatz. II. Zusatz von 
II. Zusatz von 3 mg Bromthymolblau:100 ecm. 35mg Bromthymolblau:10) cem. 
} 
j - 
/ 
| / / 
R . y 
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© oh S | / 
i Sata rS* Ae eee ? 
or Oe y 
| eo 
/ ° 
| \ f 
| / oO 9 
/ S / 
| f ; 3 i / t 
A cilia 7 
| Vz) ee tr & LS 
Pd /* | se) y 
re) - © 
‘ ere } , 
+- sian See eee ae oc 
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Fig. 3. Esterase aus Kaninchenleber 3. Fig. 4. Esterase aus Pferdeleber 2. 
I. ohne Zusatz. I. ohne Zusatz. II. Zusatz von 
II. Zusatz von 3mg Bromthymol]blau: 100 ccm, 3 ing Bromtbymolb!au: 100 cem. 


Es wird heute angenommen, daf diese Erscheinung dadurch 
zustande kommt, daB sich das Enzym auber mit dem Substrat 
auch mit dem zugesetzten Koérper zu einer labilen Verbindung 
zu verelnigen vermag. Die Ausschaltung der Konkurrenz des 
Hemmungskoérpers um das Enzym gelingt dann nur bei sehr hohen 
Substratkonzentrationen. Wenn man die Kurven quantitativ aus- 
zuwerten sucht, etwa die Dissoziationskonstante der Enzym- 
bemmungskorperverbindung bei verschiedener Konzentration des 
Substrates berechnet, so findet man in eihigen Fiillen Ab- 
weichungen von den theoretischen Voraussetzungen. Das scheint 
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uns jedoch nicht auBer der Ordnung zu liegen. Denn einerseits 
entsprechen die Aktivitits-ps-kurven nur angenihert Dissoziations- 
restkurven und andererseits wird die Erscheinung einer ,,Hemmung 
durch Affinitits') iiberlagert werden durch Vorgiinge, die zur Bil- 
dung eines komplexen, mit anderen EKigenschatten ausgestatteten 
Reaktionszwischenproduktes fiihren, dessen Zerfallsgeschwindigkeit 
vor allem verschieden ist von derjenigen der Enzymsubstratver- 
bindung. Eine Einwirkung in dieser Richtung leiten wir daraus 
ab, daB die Hemmung der Reaktionsgeschwindigkeit sich je nach 
der Wasserstofftionenkonzentration iindern und daB sogar eine 
Aktivierung an ihre Stelle treten kann. 

Im Hinblick aut die Aktivitiits-ps-kurven der ersten Ab- 
handlung dieser Reihe, sowie der zweiten Mitteilung ,,Uber asymme- 
trische Kister-Hydrolyse durch Enzyme“ ?*) ist der Hinweis angebracht, 
daB das Bild, das die Messungen von der GriBenordnung der Affini- 
tiiten geben, ein richtiges bleibt. Es werden sich aber die Werte 
der (scheinbaren) Affinitatskonstanten nach Ausschalten des Kin- 
tlusses von Bromthymolblau erhéhen, so 


bei der Schafleberesterase (Fig. 1) von . . . . 794 auf 1148, 
bei der Menschenleberesterase (Fig. 2) von. . . 125 auf 631, 
bei der Kaninchenleberesterase (Fig. 3) von . . 100 auf 158. 


EinfluB der Wasserstofionenkonzentration 
auf den Reaktionsmechanismus in Gegenwart von Indicatorfarbstoffen. 


Priift man den EKinfluB von Bromthymolblau und Phenol- 
phthalein bei verschiedenem p,,, so findet man mit zunehmender 
Hydroxylionenkonzentration eine Abnahme der Hemmung. Und 
in stirker alkalischem Medium (p,, = 8,9) tritt an Stelle der 
Hemmung sogar eine Beschleunigung der Reaktionsgeschwindig- 
keit. Diesen verschieden groBen und verschiedenartigen Hinflub 
bei wechselndem p,, betrachten wir als eine Folge der Konstitutions- 
‘inderung der Phthalophenone, die in einem Ubergang des Lactons 
in das chinoide Salz besteht, und sehen darin eine weitere Stiitze 
fiir die Annahme einer spezifischen Wirkungsweise dieser Farb- 
stoffe. Der Ubergang von Hemmung in Aktivierung spielt sich, 
soweit wir aus den Versuchen mit den von uns gepriiften Indi- 
catoren ersehen kénnen, fiir die verschiedenen Farbstoffe nicht im 
selben p,,-Bereich, sondern in dem fiir den betretfenden Indicator 
bekannten Umschlagsgebiete ab. Bromthymolblau (p,, = 6,0—7,6)- 


1) Nach der Interpretation von GraBmann in: Neue Meth. u. Erg. 
d. Enzymforsehg., Ergebn. d. Physiologie 27, 407 (1928), u. zw. S. 456. 
*) Ber. chem. Ges. 62, 1538 (1929). 
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Zusatz bewirkt, wie Tab. 3 und die ihr folgende Zusammenstellung der 
Prozentzahlen erkennen lassen, bei p,, = 6,8 eine griBere Hemmung 
als bei p,, = 7,6. Dieser Befund wird durch einen Versuch in 
pufferhaltigem Ansatz bei p,, == 8,9 ergiinzt, in dem derselbe Farb- 
stoffzusatz eine betriichtliche Aktivierung hervorruft. 


Tabelle 3. 
Hemmung durch Bromthymolblau bei verschiedenem p,,.. (Die Zahlen geben 
an die in 60 Minuten bei 24° im Versuchsansatz 0,0149 g Methylbutyrat: 
100 eem gebildeten Milligramme Buttersiiure.) 





Herkunft des 8 td ii 
Enzyms ohne Zu- | 0,4 mg 2.0 mg johne Zu- 0,4 mg 2,0 ng 
satz Farbstoft Farbstoti satz Farbstotf Farbstot? 
Schafleber4.... 3,59 2,76 1,42 8,75 3,31 2,75 
Menschenleber 5. . 2,54 1,20 0,37 2,24 1,85 0,95 
Pferdeleber 2 ... 2,24 0,79 0,14 2,02 1,12 0,49 








Die Indicatorhemmung bei 
Pu | 6,8 | - 7,6 


betrigt nach Farbstoffzusatz in Mengen von: 





04mg 20mg | 0,4 mg 2,0 ng 
bei Esterase aus Schafleber4 .... |] 23°, 60°), 12°/, 27°, 
bei Esterase aus Menschenleber 5... | 5! &5 17 57 
bei Esterase aus Pferdeleber 2....] 65 94 44 76 





Bromkresolpurpur [ Dibromorthokresolsulfonphthalein (p,, =5,2 
bis 6,8)] finden wir unter unseren Versuchsbedingungen bei 
P,, = 6,8 ohne nennenswerten EinfluB auf die KEsterhydrolyse. 
Dabei ist zu erwiihnen, da allerdings schon 0,04 mg: 100 ccm 
Versuchsansatz geniigen, den Farbumschlag deutlich zu gestalten, 
wiihrend von Bromthymolblau etwa 0,4 mg notwendig sind. Priift 
man den KinfluB gréBerer Mengen und zwar bei verschiedenem 
Py So ergibt sich wenig oberhalb des Umschlagspunktes, niimlich 
bei p,, = 7,0, eine Aktivierung und diese wird in alkalischem 
Medium (p,, = 8,9) noch stirker: 

Bei pry = 7,0 = 8,9 beobachten wir 
bei Zusatz von 1 mg Bromkresolpurpur 23°/, Aktivicrung 108°/, Aktivierung 
bei Zusatz von 1 mg Bromthymolblau 31 °/, Heinmung 44°/, Aktivierung 

Diese Versuche sind in pufferhaltigen Ansitzen ausgefiihrt: die 50 ecm- 
Versuchsansiitze enthiclten 0,1 cem Methylbutyrat, 0,4 g Phosphatpuffer 
Py = 7,0 bzw. 2 cem 2.5,;n-Ammoniak-Ammonchloridpuffer p,;, = 8,9, sowie 
0,6 eem Kaninchenleberesteraselésung entsprechend 1,6 Einheiten. Die Zu- 
siitze waren 1 mg Bromkresolpurpur bzw. Bromthymolblau. Zu Beginn des 
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Versuchs und nach 30 Minuten wurden aus den im Thermostaten von 30° 
sich befindenden Kélbchen 20 cem in 100 cem n/100-Salzsiiure gegeben, die 
7 Tropfen 0,5°,ige Bromphenolblaulésung enthielt und mit Lauge bis zum 
Unnschlag titriert. Die Differenzen im Laugenverbrauch zu Beginn und ain 
Ende des Versuchs entsprechen der aus dem Substrat freigemachten Butter- 


sdure: 
Versuch ohne Zusatz: 
bei py = 7,0 bzw. 8,9 0,39 cem bzw. 0,52 ecm n/5-KOH-Acid.-Zuwachs 
Versuch mit Bromkresolpurpur: 
bei py = 7,0 bzw. 8,9 0,48 eem bzw. 1,08 ccin n/5-KOH-Acid.-Zuwachs 
Versuch mit Bromthymolblau: 
bei py = 7,0 bzw. 8,9 0,27 cem bzw. 0,75 cem n/5-KOH-Acid.-Zuwachs 
Auch Phenolphthalein hemmt die Esterhydrolyse bei ver- 
schiedenem p,, in ungleicher Weise. So stehen sich bei p,, = 6,8 und 
Py = 9,2 bei Schaf- bzw. Menschen- bzw. Pferde-Leberesterase 
folgende Hemmungen gegeniiber: 5°/,: 0°/,, baw. 50°/,: 32°/,, bzw. 
23°/,: 9°/). Dabei enthielten die Versuche bei p,, = 9,2 sogar 
die doppelte Menge Farbstoff, niimlich 6,4 mg, als die Versuche 
bei neutraler Reaktion. 


Enzymmenge und IndicatoreinfluB. 


Hine Abhingigkeit der Farbstoffhemmung von der Enzym- 
menge haben wir nur bei Spannen, die das Verhiltnis 1:5 itiber- 
schreiten, gefunden. Wir haben die hier obwaltenden Verhiltnisse 
nicht niiher untersucht. Es ist aber anzunehmen, dab die mit 
der Steigerung der EKnzymmenge verbundene Abnahme der 
Hemmung auf einer Vermehrung der Eiweibstoffe beruht, die einen 
Teil des Farbstoffes durch Adsorption der Reaktion mit dem Enzym 
entziehen. 

2. Farbstoffe anderer Konstitution. 

Die Frage ist naheliegend, ob die beschriebenen Eainfliisse 
auf die Farbstoffe der Phthalsiure-Abkémmlinge beschrinkt sind. 
Dann kénnte man fir die Bestimmuingsmethode die Indicatoren 
aus anderen Farbstoffreihen wihlen. Die Zahl solcher gebrauch- 
licher Indicatoren, deren Umschlagsgebiet in der Nihe des Neutral- 
punktes liegt, ist nicht besonders grob. Wir haben Rosols&ure 
(p,, = 6,9—8,0), m-Nitrophenol (p,, = 6,8—8,4), p-Nitrophenol 
(p,, = 5,0—7,0) und Neutralrot (p,, = 6,3— 8,0) gepriift. Davon 
sind die beiden ersten nicht geeignet; Rosolsiure verliert bereits 
nach 15—-20 Minuten die Farbstiirke, so daB der Farbumschlag 
unscharf wird, m-Nitrophenol, von dem ein Zusatz von etwa 3 mg 
auf 100 cem nétig ist, hemmt die Hydrolyse in niederen Substrat- 
konzentrationen um 40—50°/,. p-Nitrophenol scheint hingegen 
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in einer Konzentration 0,4 mg auf 100 ccm ohne meBbaren Ein- 
fluB zu sein. Das fiir die Beobachtung des Farbtons geeignete 
P,, (= 6,0) liegt allerdings schon etwas zu weit im sauren Gebiet. 
Jene Messungen, die wir mit Neutralrot, 0,2 bzw, 0,4 mg: 100 ccm 
bei p, = 7.3 durchfiihrten, ergaben keinen Anhaltspunkt fiir eine 
Kinwirkung des Farbstoffes. Da bei nicht zu unreinen Enzym- 
lésungen ein Eiweibfehler’) nicht zu betiirchten ist, wird man 
diesen Farbstoff in die engere Wahl ziehen. 


3. Zur Bestimmungsmethode und Wahl der Indicatoren. 


Die Ergebnisse unserer Untersuchung lassen eine Stellung- 
nalme erwiinscht erscheinen, unter welchen Abinderungen die 
titrimetrische Bestimmungsweise als Methode fiir eine quantitative 
Analyse der enzymatischen Ksterhydrolyse beibehalten werden 
kann. Ks ergeben sich folgende Richtlinien: Als IJndicatoren 
diirfen nur diejenigen Farbstoffe verwendet werden, deren An- 
wesenheit auf Grund orientierender Versuche keinen, d. h. keinen 
meBbaren EinfluB auf den Reaktionsmechanismus ergeben haben. 
Sie sind in Form wiBriger Lésungen und nur in Mengen, die den 
Farbenumschlag deutlich wahrzunehmen erlauben, zuzusetzen, 
Fiir die Bestimmung der Leberesterasen einiger Tiere haben sich 
als brauchbar erwiesen die Indicatoren Bromkresolpurpur und 
Neutralrot; von ersterem setzen wir dem Versuchsansatz von 
100 ccm 0,04 mg zu und messen bei p,, = 6,8, von letzterem sind 
etwa 0,3 mg notwendig; als gut unterscheidbar fanden wir den 
Farbton bei p,, = 7,3. 

Bei alledem bleibt der Wunsch bestehen, die eingangs er- 
wihnte Moditikation der Methode nach P. Rona und R. Ammon, 
niimlich die elektrometrische Titration, so auszugestalten*), daB sie 
nicht nur zwei, sondern eine Reithe von Versuchen gleichzeitig neben- 
einander auszufiihren gestattet. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sind wir fiir die 
Férderung unserer Untersuchung zu aufrichtigem Dank verpflichtet. 





) S. P. L. Sérensen, Biochem Z. 21, 131 (1909) u. zw. S. 247. 

*) Wir sind von Herrn Dr. P. Wulff in freundlicher Weise auf die 
von P. Wulff und W. Kordatzki kiirzlich beschriebene Methode zur 
Messung von Wasserstoffionenkonzentratiouen mit einem neuen universe!! 
verwendbaren Roéhreninstrument {Die Chem. Fabrik 85, 329 (1930)| auf- 
merksam gemacht worden. Wir werden demniichst gemeinsam mit Herrn 
Wulff die Eignung dieser elektrometrischen Titrationsmethode zur raschen 
und fehlerfreien Bestimmung des Wirkungsvermigens von Esterasen priifen. 
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Uber das Verhalten der Esterasen gegeniiber Lactonen. 
Vierte?) Mitteilung zur Kinetik der Ksterhydrolyse durch 
Knzyme. 

Von 
Kugen Bamann und Maria Schmeller. 

Mit 2 Figuren im Text 
(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 8. Oktober 1920.) 


Von den Untersuchungen, die sich mit der Spezifitiit der fett- 
und esterspaltenden Enzyme beschiftigen, ist bisher keine der 
rage niihergetreten, wie sich diese Enzyme gegen innere Kster, 
die Lactone, verhalten. Mit dieser Frage setzen wir uns in der 
vorliegenden Arbeit auseinander. Sie soll ein Beitrag fiir das 
Ziel dieser Untersuchungsreilie sein, ,,Unterlagen fiir die Begrenzung 
der Spezifitiit zu schaffen“ (I. Mitteilung). 

Unsere Messungen ergaben, dab die Lactone der y-Oxy- 
buttersiiure und der y-Oxyvaleriansiure sowie Cumarin und San- 
tonin in alkalischem Medium von Leberesterasen nicht oder kaum 
merklich gespalten werden. Wohl aber hemmen sie, zu Spaltungs- 
versuchen des Buttersiiuremethylesters zugesetzt, dessen Hydrolyse 
in betriichtlichem Mae. Man kann darin einen Hinweis auf die 
Moiglichkeit sehen, daB sich Esterasen ebenso wie mit Estern und 
Ketten so auch mit den Lactonen zu Komplexen vereinigen. Der 
Grad der Spaltbarkeit hiingt von dieser Filigkeit sowie von der 
Leichtigkeit der Reaktionszwischenprodukte, in die Spaltstiicke 
des Substrates und das Enzym wieder zu zerfallen, ab. Es ist 
uns zwar heute méglich die Reaktion der enzymatischen Ester- 
verselfung in Glieder zu zerlegen und dadurch die Erscheinung der 
wrelativen Spezifitit“, die gerade bei den fettspaltenden Knzymen 
so stark ausgepriigt ist, besser zu verstehen, allein es fehlen uns 


1) J. Mitteilung, Diese Z. 1838, 149 (1929); IT. Mitteilung, Diese Z. 18S, 
251 (1930); IIT. Mitteilung, Diese Z. 194, 1 (1931). 
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noch geeignete und bewiihrte Vorstellungen iiber die feineren 
Strukturverschiedenheiten der Enzyme wie auch der Substrate, die 
das Bild einer Reaktion oft von Grund aus veriindern. Die Ester 
der Benzoylameisensiiure werden beispielsweise von Leberesterasen 
mit kaum meBbarer Geschwindigkeit gespalten, wihrend die der 
Benzoylessigsiiure gut, nimlich ihnlich rasch wie Buttersiiureester, 
also rascher wie Mandelsiiureester, zerlegt werden.') Die Mandel- 
siureester werden auch von der ‘Takaesterase gut gespalten, 
Buttersiureester hinwieder fast gar nicht.*) Es fehlt noch jede 
Kinsicht, warum die Buttersiiureester-l'akaesterase- und die Benzoy]- 
ameisensidureester-Leberesteraseverbindungen so triige zerfallen. 
Gesellen sich dazu nun auch die EKsterase-Lacton- 
komplexe? Die endgiiltige Antwort auf diese Frage kann noch 
nicht gegeben werden; dazu sind die Messungen auf eine grébere 
Zahl von Lactonen auszudehnen und man wird auch noch einige 
Enzyme anderer Herkunft (anderer tierischer Organe und vor allem 
pianzlichen Ursprungs) priifen miissen, bevor man die inneren 
Kster in ihrer Gesamtheit als unspaltbar durch Esterasen be- 
zeichnet. 

Die andere Frage, ob das Enzym)indungsvermigen der 


O a ‘ : , 
Gruppe —C< bei dieser Kérperklasse erhalten ist, glauben wir 
P} | I ; 


bereits auf Grund der vorliegenden Versuche bejahen zu konnen. 
Die beobachteten Hemmungen sind nimlich nach unserer Aunsicht 
nicht, jedenfalls nicht ausschlieBlich, auf eine Veriinderung des 
Reaktionsmilieus in physikalischer Hinsicht zuriickzufiiliren, weil 
es unwalhrscheinlich ist, daB die durch den Zusatz von 0,1 g 
Valerolacton oder 0,05 g Cumarin oder 0,02 g Santonin:100 ccm 
hervorgerufene Viscositiitsinderung die Hydrolyse des Esters je 
nach seiner Konzentration auf °/,,—*/,, seiner Geschwindigkeit 
herabsetzt. Auch die Abhiingigkeit der Hemmung von der Kster- 
konzentration spricht fiir eine spezifischere Kinwirkung. Aubfer- 
dem haben wir gelegentlich einen Versuch mit einer griBeren 
Menge Alkohol, von der wir neben einer spezifischen auch eine 
unspezifische Wirkung voraussetzen durften, ausgefiihrt und er- 
wartungsgemib unbedeutende Schwankungen der prozentualen 
Hemmung bei verschiedener Esterkonzentration gefunden. Somit 





') II. Mitteilung. 

*) R. Willstitter u. H. Kumagawa, Diese Z. 146, 151 (1925) und 
zwar 8. 156, Anm. 1; die gleiche Beobachtung haben auch wir mit eineim 
gegen Mandelsiiureester gut wirksamen Priiparat von Takaesterase gemacht. 
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bleibt noch die Notwendigkeit, die Méglichkeiten der Bindung des 
Kinzyms an die Lactone zu erértern. Die heute geltende Auf- 
fassung riumt unter den fiir die Anlagerung von Verbindungen 
geeigneten Stellen des Enzyms nur einer einzigen (bzw. zwei) die 
Kahigkeit ein, sich mit dem Substrat zu verbinden. Mit der 
Anlagerung der Lactone an diese Affinititsstelle ist eine Konzen- 
trationsabnahme der Esterase-Esterverbindung verbunden und die 
Auswirkung ist eine verringerte Esterhydrolyse. Geht die An- 
lagerung jedoch so vor sich, daB die Substrataffinititsstelle des 
Knzyms intakt bleibt, das ist die weniger spezifische Art, so entsteht 
ein neuer Komplex mit neuen Figenschaften. 

Die Kntscheidung unter diesen Méglichkeiten diirfte die vor- 
geschlagene Erweiterung!) des Versuchsmaterials bringen. Wenn 
es nimlich dabei nicht gelingt, eine enzymatische Spaltung von 
Lactonen zu erzielen, so wird man auch keine Veranlassung mehr 
haben, eine Bindung an die katalytisch wirksame Gruppe ithnlich 
der typischen Substratbindung anzunehmen. 


‘xperimenteller Teil. 
I. Hydrolyseversuche von Lactonen mit Leberesterasen. 


Die Priifung der Spaltbarkeit von Valero- und Butyrolacton, 
Cumarin und Santonin durch Leberesterase’) fiihrten wir in pufter- 
haltiger Losung bei Py = 8.9 aus. Den Versuchsansitzen von 
50 com, die 10 cem 2,5 1n-Ammoniak—Ammonchloridpuffer (1 : 2), 
das zu priifende Lacton und die Enzymlésung enthielten, ent- 
nahmen wir zu Beginn und nach Ablauf der Versuchszeit 20 ccm, 
gaben sie zu 20 ccm n/5-Salzsiure und titrierten sofort mit 
n/5-Kalilauge bis zum Umschlag von Bromkresolpurpur. Die 
Differenz im Laugenverbrauch, der Aciditiitszuwachs, ist ein MaB 
fiir die Spaltung. 

Versuch I mit Valerolacton. Der Versuchsansatz enthielt 1,0 cem 
= 1,06 g Lacton, Pferdeleberesteraselésung entspr. 16,7 Einh.; Versuchsdauer 
1 Stunde; ¢ = 30”. 





Aciditiitszuwachs im Versuch mit Enzym . . . 1,86 ecem n/5-KOH 
- * ms ohne ., . « « 1,20cem a 
Enzymatische Spaltung entsprechend . . . . . 0,16 ecm n/5-KOT 


') Wir nehmen gleichzeitig Versuche iiber die Spaltbarkeit von Lac- 
tiden, Phenolestern und Depsiden in Angriff. 

*) Die Darstellung des Enzymmaterials ist in den yorangehenden Ar- 
beiten eingehend beschrieben. 








i 
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Der Versuchsansatz enthielt 0,75 cem = 0,795 g Lacton, Kaninchen- 
leberesteraselisung entspr. 105 Einh.; Versuchsdauer 1 Stunde; ¢ = 30°. 


Aciditiitszuwachs im Versuch mit Enzym . . . 0,97cem n5-KOH 
ohne ee ek er oe 0,81 cem ad 


, ” ” 


Enzymatische Spaltung entsprechend . 0,16 eem n/5-KOH 
VersuchII mit Butyrolacton. Der Versuchsansatz enthielt 0,3 cem 
= 0,34 g Lacton, Kaninchenleberesteraselésung entspr. 105 Einh.; Versuchs- 
dauer 1 Stunde; ¢ = 30°. 
Aciditiitszuwachs im Versuch mit Enzym . . . 0,89cem n/5-KOH 
+ 9 - ohne i ~ » « OST com Pa 


Enzymatische Spaltung entsprechend . . . . . 0,22cem n5-KOH 


Versuch III mit Cumarin. Der Versuchsansatz enthielt 0,05 g 
Cumarin, Kaninchenleberesteraselésung entspr. 67,5 Einh.; Versuchsdauer 
16 Stunden; ¢ = 30°. 


Acidititszuwachs im Versuch mit Enzym . . . 0,21 eem n5-KOH 
- - " ohne ,, » . + 0,29 cem 


Versuch IV mit Santonin. Der Versuchsansatz enthielt 0,05 g 
Santonin (nur teilweise gelést), Kaninchenleberesteraselésung entspr. 101 Einh.: 
Versuchsdauer 20 Stunden; ¢ = 380°. 


Aciditiitszuwachs im Versuch mit Enzym . . . 0,29cem n/5-KOH 
- is ohne, . . . 0,17 cem 1 
Enzymatische Spaltung entsprechend . . . . . 0,12 ccm ” 


Die Zahlen fiir die enzymatische Spaltung sind sehr niedrig. 
Da sie zudem Differenzzahlen aus 2 Versuchen sind, kann man 
sie nicht in positivem Sinne werten. Zum Vergleich geben wir 
die Wirksamkeit der angewandten Enzymlésungen gegeniiber 
Buttersiure- und Mandelsiiureester an. Bei einer Ksterkonzen- 
tration 0,5 g:50ccm und unter sonst gleichen Versuchsbedingungen 
bewirken: 


Versuche mit Buttersiuremethylester: 
16,7 Einh. Pferdeleberesterase in 36 Min... 8,8 cem n5-KOH Acid.-Zuw. 
105 Einh. Kaninchenleberesterase in 6 Min. 8,8 eem n/5-KOH Acid.-Zuw. 


(8,8 cem n/5-Lauge entsprechen der 100°/,igen Spaltung des Methyl- 
butyrats in der ‘Titrationsprobe.) 


Versuch mit Mandelsiureithylester: 


105 Einh. Kaninchenleberesterase in 60 Min. 0,58 cem n/5-KOH Acid.-Zuw. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CACIV, ye 
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II. Einflu8 von Lactonzusatz auf die Spaltung von Buttersaure- 
methylester. 

Die Hemmung, die der Zusatz von Lactonen auf die Spaltung 
von Buttersiiuremethylester ausiibt, ist je nach der Konzentration 
des Esters verschieden grob. Das ist aus den beiden Figuren 
sowie den beigegebenen Ubersichten, die die Hemmung_ in 
Prozenten angeben, ersichtlich. Die stirkste Abhingigkeit der 
Hemmung von der Substratkonzentration finden wir bei den Ver- 
suchen mit Santonin (0,02 g: 100 ccm Ansatz), wo sie von 3 bis 


60°), ansteigt. 


0 


170 





Fig. 1. 
Abh&ngigkeit der Lactonhemmung von der Substratkonzentration fiir Esterase aus Schafleber. 
I ohne Zusatz. 
II Zusatz: 0,106 g Valerolacton: 100 ccm. 
Ill Zusatz: 0,06 g Cumarin: 100 ccm 


£ 
3 
- i, 
oO" NN 3 
| is fun 
O Va Q #4 ‘ 
” 
oe 
/ 
7 27 ‘ 
7 / A S 
C . WN S 
= ) 
7 ri 
av Cie he 
2) Pe os Q 
ea ) 
- 
Pe he Dd 
iam 
= —lqS 


Fig. 2. 


Abh4&ngigkeit der Lactonhemmung von der Substratkonzentration flr Esterase aus Menschenleber. 
III Zusatz: 0,02 g Santonin: 100 ccm. 
g Cumarin: 100 ccm. 


I ohne Zusatz. 
Il Zusatz: 0,211 g Valerolacton: 100 ccm. 1V Zusatz: 0,1 
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Bei einer Esterkonzentration von 
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bewirkt bei der Schaflebercsterase ein Zusatz von: 
Valerolacton (0,106 g¢:100cem) — || Cumarin (0,050 g : 100 cem) 


folgende Hemmungen: 
0% [10% | 26%, | 19%, | 29% I 8% | 29% | 43% | 63%, | 58%, 


Bei einer Esterkonzentration von 
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bewirkt bei der Menschenleberesterase ein Zusatz von: 

Valerolacton (0,211 g:100cem) | Cumarin (0,100 g : 100 ecm) 
folgende Hemmungen: 

0% | 8% [17% | 32%, | 52% I] 25% | 20%, | 30%, | 48%, 


ge @O 
| 55 


Bei einer Esterkonzentration von 
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bewirkt bei der Menschenleberesterase ein Zusatz yon Santonin 
(0,02 g : 100 cem) folgende Hemmungen: 

3°! | 6 "lo | 20 °/5 | 32 °/4 | 60 "/o 

Die vorstehenden Ergebnisse wurden nach der Methode der 
Ksterasebestimmung in pufferfreier Liésung?) bei p,, = 6,8—6,9 
gewonnen. Als Indicator verwendeten wir Bromkresolpurpur. 
Kine Verlangsamung der Umsatzgeschwindigkeit tritt auch in 
pufferhaltigen Ansitzen bei p,, = 8,9 ein. Die Versuchsbedingungen 


') IIL. Mitteilung, Absehnitt IIT. 
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waren dabei die gleichen wie bei den Spaltungsversuchen des 
oa I, Abschnittes; die Menge Buttersiiuremethylester betrug pro 
90 ccm 0,5 ccm. 
Zusatz von Valerolacton. 
Versuch 1: 1,0 com = 1,06 g:50 cem; 1,8 Einh. Menschenleberesterase; 
Versuchsdauer 1 Stunde; ¢ = 30°. 


Aciditiitszuwachs im Versuch: 


a) Lacton. . . . . »« Ohne knzym . . . 1,20 cem n/5-KOH 
b) m und Me cdi livanareue: ohne Enzym . . . 1,15 com ‘ 
«) % mit Enzym . . . 1,49 ¢cem " 
d) Methylbu tyr ee mit Enzym . . « 0,85 eein ‘9 


Der Acidititszuwachs im pamen Lacton, Mothytivatyait _ nape 
sollte nach b) und d) 1,15 + 0,85 = 2,0 cem n/5-KOH betragen; in Wirk- 
lichkeit ist er nach ¢) nur 1,49 cem n/5-KOH. Der Lactonzusatz hemmt 


also um 25 °%/), 
Versuch 2: wie Versuch 1, nur 5,5 Einh. Pferdeleberesterase. 


Acidititszuwachs im Versuch: 


e) Lacton und Methylbutyrat mit Enzym . . . 4,82 cem n/5-KOH 
f) Methylbutyrat . . . . mit Enzym .. . 4,65 cem mA 


Der Aciditiitszuwachs betriigt an Stelle des erwarteten (b wa {= 
5,80 com) nur 4,82 com n/5-KOH (Ansatz e). Der Lactonzusatz hemint 


also um 17 °/5. 
Zusatz von Cumarin. 


0,08 g: 50 cem; 2,25 Einh. Pferdeleberesterase. 
Acidititszuwachs im Versuch: 





v) Lacton ohne Enzym . . . 0,15 cem n/5-KOH 
h)  ,, und Methylbuatyrat mit Enzym  . . . 2,30 cem ” 
i) Methylbutyrat . . . . mit Enzym =... . 2,50 ccm ‘ 


Berechneter Aciditiitszuwachs (Ansatz g und i) = 2,65 ccm, gemessener 
Aciditiitszuwachs (Ansatz h) = 2,30 cen n/5-KOH. Der Lactonzusatz hemmt 
um 13 "/o. 

Wir haben in einem Beispiel noch gepriift, ob die Hemmung 
nach Aufspaltung des Lactons bestehen bleibt. Zu diesem Zweck 
lieben wir 0,385 g Valerolacton im pufferhaltigen Versuchsansatz 
48 Stunden zur Spaltung stehen, setzten dann 0,5 ccm Methyl- 
butyrat und 2,25 Kinh. Pferdeleberesterase zu. Nach 1 Stunde 

ergab die Bestimmung 2,45 ccm n/d-KOH Acidititszuwachs gegen- 
liber 2,50 com des normalen Ansatzes (i). Die Anwesenheit des 


y-oxyvaleriansauren Ammons beeinflubt also den Reaktionsverlauf 


nicht beachtenswert. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sprechen wir fiir die 
hGrderung unserer Untersuchung aufrichtigen Dank aus. 
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Die chemische Zusammensetzung einiger Bliitenstaubarten. 
Von 
E. Elser und J. Ganzmiiller. 


(Aus der milchwirtschaftlichen und bakteriologischen Anstalt auf dem Liebefeld bei Bern. 
Vorsteher: Prof. Dr. R. Burri ) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. Oktober 1930.) 


Kin Pflanzenprodukt, dem in weitesten Kreisen Interesse entgegen- 
gebracht wird, ist der Bliitenstaub. Nicht nur der Botaniker (Paliiobotanik) 
ist an seiner Erforschung interessiert, sondern auch der Obstbanm- und 
Bienenziichter. Die Medizin ist ebenfalls an diesem Problem beteiligt 
indem durch den Bliitenstaub das sog. Heufieber hervorgerufen wird.') Fiir 
die Bienenzucht wie fiir den Obstbau bedeutet der Pollen einen Lebens- 
faktor, dem schon seit Jahrzehnten die griBte Aufierksamkeit zuteil wurde. 
Von den neueren Arbeiten sei hier besonders an diejenigen von Dr. Kobelt, 
Wiidenswil?) und Prof. Ewert, Landsberg a. W.%), erinnert. Auch der 
Lebensmittelehemiker ist an der Frage des Bliitenstaubes interessiert. Wie 
bekannt sein diirfte, existiert ein Untersuchungsverfahren fiir Honig, der 
auf Grund der Pollenformen auf seine Herkunft gepriift werden kann. Im 
besonderen wurde diese Methode von I. FehImann‘) aufgestellt und von 
Prof. Armbruster’) in Berlin-Dahlem in groBbziigiger Weise ausgebaut. 

Trotz der hervorragenden Bedeutung, die dem Bliitenstaub in wissen- 
schaftlicher und praktischer Beziehung zukommt, sind bis heute noch sehr 
wenige Analysen bekannt. Es erkliirt sich dies aus der Schwierigkeit, ein- 
wandfreies Material zu erhalten. Wenn wir in dieser Beziehung die iilteren 
Untersuchungen durechgehen, finden wir, daB die verschiedenen Autoren sehr 
selten den direkt von der Pflanze stammenden Bliitenstaub verwendeten. 
A. v. Planta sammelte beispielsweise die Haselkiitzchen korbweise, sobald 
sie dem Aufspringen nahe waren. breitete sie in geheizten Riiumen aus 
und trocknete den Bliitenstaub noch iiber konz. Schwefelsiiure. Der von 
K. Kressling untersuchte Pollen war schon einige Jahre gelagert. Wir 
miissen dabei beriicksichtigen, daB durch die verschiedenlangen [in- 
trocknungsprozesse nicht nur die verdaulichen Stoffe zum Teil in un- 
verdauliche iibergefiihrt werden, sondern daB auch das Produkt in analytischer 
Hinsicht nicht mehr einwandfrei ist. 


Es ist auch ganz erstaunlich, daB wir in der gesamten 
Literatur, die uns zur Verfiigung stand, nicht eine einzige Mineral- 
stoffanalyse iiber Bliitenstaub vorfanden. In vorhegeuder Arbeit 
legten wir besonderen Wert auf eine miglichst vollstiindige Aschen- 
untersuchung. 

Die Resultate, wie sie von uns angegeben, sind kaum mehr 
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mit denjenigen iilterer Autoren zu vergleichen. Die chemische 
Untersuchungsmethodik hat sich heute derart um- und neugestaltet, 
daB es nur in den wenigsten Fallen miéglich ist, Vergleiche an- 
zustellen. Die Resultate der vorliegenden Arbeit sollen haupt- 
siichlich in ernihrungsphysiologischer Hinsicht fiir die Biene 
ausgewertet werden. 

Wir arbeiteten zum ‘Teil mit Mikro-, zum Teil mit Halb- 
mikromethoden, d. h. wir gingen von makrochemisch bestimmbaren 
Mengen aus, wobei dann die einzelnen Bestandteile mikrochemisch 
bestimmt wurden. Mit etwa 5 g Ausgangsmaterial wurde eine 
Gesamtanalyse durchgefiihrt. Es ist dies wenig und viel. Da 
Mengen von 5g Bliitenstaub von einer Pilanzenart einwandfrei 
zu sammeln sind, bedeutet dies eine ziemliche Arbeit. Beachten 
wir aber, dab beispielsweise Kk. Kressling zur Bestimmung der 
stickstofifreien Pflanzenbasen, von denen er 1 g isolieren konnte, 
2.5 kg Bliitenstaub verwendete, muB zugegeben werden, dab wir 
heute mit den Mikromethoden bedeutend rationeller arbciten. 

Das Untersuchungsmaterial wurde uns in dankenswerter 
Weise von J. Richter, Eger (Béhmen, C.8. ft.) iiberlassen. 


Literatur. 


Die chemiseche Erforschung des Pollens geht eigentiimlicherweise nicht 
von den Chemikern, sondern von den Botanikern aus und zwar wurden 
Pollenanalysen aus dem Grunde ausgefiihrt, da das Problem der Zusammen- 
setzung im Zusammenhang mit der Befruchtung der Pflanze stand. 

Von den ersten Chemikern, die iiber Pollen arbeiteten, ist einer der 
iiltesten und bekanntesten der deutsche Forscher Donhoff. Seine Analysen 
befinden sich in der Eichstatter Bienenzeitung um das Jahr i860. Er unter- 
scheidet im Pollen folgende Bestandteile: 

1. Einen gelben Farbstoff. Die Schattierung des Gelb findet er 
bei verschiedenen Pollen verschieden. So ist im Bliitenstaub von Lamium 
der Farbstoff rétlich und rein gelb im Pollen der Salixarten. Dieser Pollen- 
farbstoff gewinnt dadurch an Interesse, da er bei der Verdauung des Pollens 
in das Blut der Biene iibergehen sol], mit den Ausdiinstungen den Ké6rper 
verliBt und die Gegenstiinde beschliigt, in deren Niihe die Biene kommt. 
Auch soll er den gelben Farbstoff des Wachses bilden. 

2. Ein wachsartiges Fett. In nicht vollstindig klarer Weise spricht 
Dinhoff die Ansicht aus, daB verzehrtes Wachs bei den Siiugern in den 
Chylus iibergehe und schliebt daraus, daB es ein Bestandteil des Futtersaftes 
der Biene sei. 

3. Kiweib. Das EiweiB des Pollens bildet den Hauptbestandteil des 
Futtersaftes. 

4, Soll sich darin ein ganz eigenartiger Koérper befinden, den Dén- 
hoff Pollinin nennt. Er gewinnt ihn auf folgende Weise: Das Bienen- 
brot wird mit Wasser, Ather und Kali behandelt und dann getrocknet. 
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Wirft man es ins Feuer, so brennt es vermige des Bestandteiles Pollinin 
mit blitzihnlicher Flamme wie das Lycopodium. 

5. Cellulose. Diese bildet die Wand der Bienenzelle. Sie geht bei 
der Verdauung unverindert fort. 

Im Jahre 1885 verfolgte dann der Schweizer Chemiker A. vy. Planta ®) 
weiter die Frage des Bliitenstaubes. Er wies im besonderen auf die wich- 
tige Rolle des Pollens im Bienenhaushalte hin. Seine erste Untersuchung 
fiihrte er an Pollen der Haselstaude aus. Ebenso wurde der Kieferpollen 
eingehend untersucht. Die Resultate der Untersuchungen sind in der folgenden 
Tabelle eingetragen: 


Hasel Kiefer 
oe ye ee Ue ee ae 7,66 °/, 
GesamteiweiB. . . . . . . . 30,06 16,56 
Stickstofffreie Stoffe . . . . . 61,15 72,48 
Ms cs we Ke +e oe Cee BS 3,30 
Rohrzucker. ....... . 14,70 11,24 
Ms Ge ne & Gs eo 7,06 
Cuticula. . .. pa LF ike ac. ee 21,97 
Wachsartige ——_— Bsc.) «= 2 3,56 
Fettsiiuren. . . es Got, ae 10,63 
Harzartige Bitterstoffe —— ae 7,93 
a 2 — 
Hypoxanthin ..... , 0,15 0,04 


Nur die wenigsten Daten von nm V. Pla nta lassen sich mit denjenigen 
eines weiteren Forschers, K. Kressling’), vergleichen. Es hiingt dies schon 
zum groBen Teil, wie schon angedeutet, von der verschiedenen Vorbehandlung 
des Ausgangsmaterials ab. Kressling verwendete ein Produkt, das schon 
einige Jahre gelugert war. Nachdem der Bliitenstaub noch bei 80°C ge- 
trocknet worden war, fand er 8,77°/, Wasser, 18 g Bliitenstaub dienten zur 
Bestimmung der Asche. 2,5 kg verwendete er zur Ermittlung der stickstoff- 
freien Pflanzenbasen. Nach Kressling besitzt der Kieferpollen folgende 
Zusammensetzung: 


Btekete—G . . ...-+ « 854%, 
Rohrzucker. . . . . . . 412,74 
ee 
Cellulose. . . ... . . 419,60 
er 


Wenig Pflanzenschleim, Wein- und Apfelsiure. 
Eine weitere Untersuchung des Kieferpollens staimmt von A. Kiesel’), 
Die Analyse ergab foigende Resultate: 


EE bos & ee ee 
a cs we we UF ee 
Rohrzucker . . 10,50 
Stirkeihnliche Geliicpaeate 10,0 
par a 
Lezithin. . . . 0,895 


In Alkohol 1ésliche Fett » ie 








24 E. Elser und J. Ganzmiiller, 


Eine weitere Arbeit iiber Bienenbrot verdffentlichten A. Eckert und 
J. Ganzmiiller®’). Ihre Untersuchungen beziehen sich auf den von der 
siene gesammelten, in der Wabe gespeicherten Pollen. Die zur Unter- 
suchung vorliegende Masse stellte eine gelbbriiunliche, brécklige, etwas 
schmierige Substanz dar. Die Probe reagierte deutlich sauer (Girung?)- 
Die ermittelten Werte sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt: 


Wet. 2. sa eae ss . DO, 
ee kt see es ow ss 
Fett (Atherextrakt) . . . . 3,50 


Gesamtstickstoff. . . . . 3,09 
Stickstoff nach Stutzer. . 2,30 
RoheiweiB . . . . . «619,381 
Stickstofffreie Extraktstoffe 

Differenz auf 100 . . . . 53,80 


Bei der kritischen Betrachtung dieser Untersuchungsergebnisse miissen 
wir uns vor Augen halten, daB das Bienenbrot durch die Biene in bezug 
auf den urspriinglichen Pollen bereits veriindert worden ist. Die Werte fiir 
Asche, Wasser und RoheiweiB liegen ganz in den Grenzen, wie sie bei 
unseren einheitlichen Pollenarten gefunden worden sind. Die Differenz in 
der Fettbestimmung erkliirt sich dadurch, dab Eckert und J. Ganzmiiller 
den Pollen direkt mit Ather extrahierten, ohne ihn vorher aufzuschlieBen. 
Verfasser finden im Gegensatz zu Planta, daB das Bienenbrot kein wachs- 
lieferndes Material sein kann, sondern daB das Wachs ein arteigenes Produkt 
der Biene darstellt. 

Neuere Untersuchungen iiber Blitenstaub, welche insbesondere in 
ernihrungsphysiologisecher Hinsicht fiir die Biene von Wert sein diirften, 
wurden in der Schweizerischen Chemikerzeitung 1928 Nr. 21/22 und 23/24 
von E. Elser publiziert. 

Als Resultat der besprochenen Analysen ergibt sich, trotzdem diese 
noch auf verschiedener Grundlage aufgebaut sind, daB der Bliitenstaub zu 
den eiweibreichsten Nahrungsmitteln zu zihlen ist. All diese erwihnten 
Untersuchungen bedeuten entschieden eine gro$e Arbeitsleistung. Bedenken 
wir nur, was fiir riesige Mengen Ausgangsmaterial verwendet werden 
muBten, um eine solehe Analyse durchfiithren zu kénnen. Es ist daher 
nicht verwunderlich, wenn dic chemische Untersuchung auf diese einzelnen 
Pollen besehrinkt blieb. 


Untersuchungsmethodik. 


Wasser- bzw. Trockensubstanzbestimmung. 


10 -30 mg Bliitenstaub wurden in ein Bechergliischen yon 5—10 cem 
Inhalt auf der Mikrowage abgewogen, bei 100° im Vakuumschrank bis zur 
(sewichtskonstanz getrocknet, was in etwa 4—5 Stunden erreicht war. 


Bestimmung der Zucker. 


0,1 g Bliitenstaub wurden mit 30—40 griidigem Wasser 2 Stunden 
digeriert, mit verdiinnter Kupfersulfatlésung (50 g im Liter) und n/4-Natron- 
auge die Kiweibstoffe gefillt und auf 50 ccm aufgefillt, dann durch ein 








reorient mene 
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trockenes Filter filtriert. Von dem erhaltenen Filtrat werden 20 cem zur 
Bestimmung des Invertzuckers und 20 ccm zur Bestimmung des Rohrzuckers 
verwendet. Die Zuckerbestimmungen wurden nach der Methode von Th. 
v. Fellenberg”) ausgefibrt. 


Fettbestimmung. 


5—10 mg Blitenstaub werden auf der Mikrowage abgewogen und in 
ein Mikrofettbestimmungsrohr’’) iibergefiihrt, 0,7 cem Salzsiiure (spez. Gew. 
1,120) zugefiigt und auf einer Mikroflamme zum Sieden erhitzt. Die Er 
wirmung dauert so lange, bis siimtliche Pollen aufgesehlossen sind. Um Ver- 
luste durch Verspritzen zu vermeiden, muB das Roéhrchen in der Flamme 
stark geschiittelt werden. Das Ganze wird dann auf 35° abgekiihlt, 3,5 cem 
Ather zugesetzt und gut geschiittelt. Dann li8t man 1—2 Stunden stehen. 
Wihrend dieser Zeit wird ein kleiner Mikrobecher von etwa 5—10 eem In- 
halt auf der Mikrowage abgewogen. In diese pipettiert man dann 2,5 ccm 
der iiberstehenden Atherfettschicht, deren Volumen vorher genau abgelesen 
wurde. Nun liBt man den Ather verdunsten, stellt das Mikrobecherchen 
eine halbe Stunde in den Trockenschrank zu 100° C und wiigt nach einer 
weiteren '/, Stunde dasselbe wieder zuriick. 


EiweiBbestimmung"). 


10—20 mg Bliitenstaub werden in einen 50 cem-Kjeldahlkolben gegeben 
und mit 1 cem konz. Schwefelsiiure und 1 cem Perhydrol aufgeschlossen, 
ans der alkalischen Loésung das Ammoniak mit Wasserdampf in eine 
n/200-Schwefelsiiure iiberdestilliert und das KiweiB jodometrisch bestimmt. 


Veraschung. 

2—3 g Substanz werden in einer Platinschale quantitativ abgewogen 
und auf kleiner Flamme vorsichtig erhitzt. Nach einer '/, Stunde ist die 
Asche vollkommen weib. Dieselbe wird hierauf mit zweimal 2 cem Salpeter- 
siiure (1:5) versetzt und quantitativ in einen 100 cem-Mebkolben filtriert. 
Der zuriickbleibende Filterriickstand wird im Platintiegel gegliiht und als 
Unlodsliches (SiO,) ausgewogen. Das klare Filtrat wird zu folgenden Be- 
stimmungen verwendet: 


1. 2cem zur Bestimmung des Kaliums, 


. Wwe -«# - », Calciums, 

3. 10 ,, ¥ " » Hisens, 

& fw “i i der Phosphorsiiure, 

5. Das Magnesium wurde ii Filtrat der Ca-Bestimmung ermittelt. 
6. Das Chlor muBte fiir sich bestimmt werden. 


Kaliumbestimmung. 


In ein Reagensgias von etwa 20 cem Inhalt wurden 2 cem Aschelisung 
gegeben, tropfenweise 3 cem Kobaltreagenz'') zugesetzt und nach °, Stunden 
werden 2 ccm Wasser zugefiigt. Nun wird stark zentrifugiert. Die iiber- 
stehende Fliissigkeit wird dann abgehebert und zum Riickstand 10 cem 
Wasser gegeben, leicht gemischt und wieder zentrifugiert. Diese Operation 
wird so lange durchgefiihrt, bis die iiberstehende Fliissigkeit farblos ist. 
Zum letzten Kiickstand gibt man einen Uberschu8 von n/50-KMnO,-Lisung 
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und 1 ccm 20 Vol.-°,ige Schwefelsiiure. Mit einem diinnen Glasstab riihrt 
man gut auf und stellt die Lésung 11/, Minuten in ein Wasserbad. Die 
rote Farbe darf dabei nieht verschwinden. Ist dies dennoch der Fall, so 
mu noch etwas Permanganat nachgegeben und noch eine halbe Minute 
erhitzt werden. Man nimmt aus dem Wasserbad heraus, gibt unter leichtem 
Umriihren 2—8 cem n/50-Oxalsiiure hinzu, so dal die Fliissigkeit farblos 
wird. Jetzt fiigt man wieder Permangantlésung zu, bis gerade eine rot- 
liche Fiirbung auftritt. 1 cem n/50-KMnO,-Lisung entspricht 0,142 mg K. 


Caleiumbestimmuneg. 


In 20 ecm Aschenlésung wird in bekannter Weise das Calcium als 
Calciumoxalat gefiillt, im Wasserbad auf Kochtemperatur erwarmt und iiber 
Nacht stehengelassen. Am folgenden Morgen wird der Niederschlag ab- 
zentrifugiert und die iiberstehende klare Lésung abgehebert. Diese Operation 
wird dreimal wicderholt. Das letzte Zentrifugat wird in 5 cem n/1 Schwefel- 
siiure gelést, auf 70° C erwiirmt und mit ciner n/50-KMnQ,-Losung titriert, 
bis eben cine wahrnehmbare Rotfiirbung auftritt, die mindestens eine Minute 
bestehen bleibt. 

Nach Beriicksichtigung des Blindversuches entspricht jeder Kubik- 
zentimeter n/50-KMnQO,-Lésung 0,4 mg Ca. 


EKisenbestimmung. 


10 com Aschenlésung werden in einen kleinen MeBkolben von 25 ecm 
Inhalt gegeben. Dazu fiigt man 20 Tropfen konz. Schwefelsiiure und 10 cem 
KCONS-Lésung, die 15 g KCNS in 100 cem enthilt und fiillt mit destilliertem 
Wasser zu 25 eem auf. Die erhaltene Rotfiirbung wird nun mit einer 


Standardlésung im Kolorimeter verglichen. 
Phosphorsiiurebestimmung. 


Die Phosphorsiurebestimmung wurde nach den Angaben von H. Klein- 
mann’; nephelometriseh ausgefiihrt. Fiir die genaue Beschreibung der 
Methodik kann auf die Literatur verwiesen werden. 

Chlorbestimmuneg. 

0,1—0,2 g¢ Bliitenstanb werden in einen 300 cem fassenden Erlenmeyer- 
kolben gegeben und mit 80 cem Wasser versetzt. Nun fiigt man 10 ecm 
konz. Salpetersiiure und 10 cem n/50-AgNO,-Lésung hinzu. Alsdann erhitzt 
man unter Zugabe von 1leem Perhydrol auf freier Flamme. Der Zusatz 
von Perhydrol wird zwei- bis dreimal wiederholt, bis die Substanz beinahe 
vollstiindig zerstért ist. Nach dem Abkiiblen wird sie mit 5 cem Formalin 
versetzt und 100 ecem Wasser zugefiigt. Dann kann der UberschuB des 
Silbernitrates mit n/50-KONS zuriicktitriert werden. Als Indikator verwendet 
man eine kaltgesiittigte Eisenalaunlésung und zwar ist mindestens 1 ccm 
erforderlich, um den Umsechlag scharf fassen zu kénnen. 1 ecm n/50-AgNO, 


entspricht 0,71 mg Cl. 
Fermentbestimmung'")). 


Fiir die folzenden Versuche diente eine 10°/,ige wiBrige Bliitenstaub- 
aufsehliimmung, wobei der Pollen mindestens eine Stunde mit Wasser von 


40° C digeriert wurde. 








t 


o 
~ 
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Katalase. 


yigen H,O,-Lésung ver- 
Z Stunden werden die 


) 


1 ecem des Filtrates wird mit 10 cem einer 1 
setzt und in den Katalaseapparat gegeben. Nach 
Kubikzentimeter des entwickelten Gases abgelesen und auf ein Gramm Pollen 
umgerechnet. 


Diastase. 


In 8 kleine Reagensgliiser, die mit 0,8 ccm destilliertem Wasser be- 
schickt sind, gibt man in absteigender Verdiinnung 2,40 ccm des Bliiten- 
staubfiltrates. In jede dieser Lésungen kommen noch 0,2 cem einer 1° ,igen 
Stirkelésung und 1 ccm Wasser. Nun stellt man die ganze Reihe 1 Stunde 
in den Thermostaten bei 35°C. Nach dieser Zeit wird in jedes Reagens- 
glas 0,02 ecm einer n/10-J-Lésung zugetiigt, und die Farbe der einzelnen 
Reagensgliser notiert. 


Invertin. 


Zwei kleine Reagensglaser werden mit je 2 cem einer 2,5° ,igen Rohr- 
zuckerlésung und 0,10 cem des Biliitenstaubfiltrates versetzt. Eine der 
Lésungen dient zur sofortigen bestiinmung des Invertzuckers, die zweite 
wird 5 Stunden zu 35°C gestellt und nach dieser Zeit wieder der direkt 
reduzierende Zucker bestimmt. Aus der Differenz der ersten und der 
letzten Bestimmung resultieren die Milligramm Rohrzucker, die in 5 Stunden 
invertiert worden sind. 


Untersuchungsergebnisse. 


1. Erle (Alnus). 


a ee a re oi 
Trockensubstanz ...... . . . 92,89 
Pe ae « ake ake we 2 ee sl OS 
Ge ow wack s « 4 w « = Be 
Invertzucker .......... . 4,60 
Rohrzucker ....... es & 


Asche. 


Gesamtasche oe a 
In verd. HNO, unldsl. Bestandteile (SiO,) 0,90 


i ee ree © ek be 
a ke . ew ew we ee) 606889 . 0,347 
Fe,0, , Sees 2 « cc » « SS 
Se ee ee oe ee . 1,18 
ee eee 
etek Cw + ee 6 


Fermente. 


Katalase: 1g Pollen entwickeln in 2 Stunden 18,0 cem Qy,. 
Invertin: 1 g Pollen produzieren in 5 Stunden 51,2 mg Invertzucker. 
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Diastase: 1. gelb 5. blau 
2 6. 


8. hellgriin 7 : 
4. blau _ 

Die Erle als Windbliitler besitzt einen Bliitenstaub, der relativ 
arm an Wasser ist. Um so reicher ist er an Fett und EiweiB. 
Nur direkt reduzierender Zucker konnte nachgewiesen werden. 
Rohrzucker fehlt vollkommen. 

Der Hauptbestandteil der zu 3,78°/, ermittelten Gesamtasche 
besteht in der Hauptmenge aus K,O, ihm folgt die Phosphor- 
siiure und erst an dritter Stelle steht das CaO. Besonders hervor- 
zuheben ist der hohe Betrag an Eisen, ferner das vollkommene 
FKehlen von Magnesium und Chlor. Es diirfte von Interesse sein 
zu erwiihnen, daB es auch einem yon uns nicht gelungen ist, das 
Chlor im Magen der Biene festzustellen. Zahlreiche Unter- 
suchungen einer unverdffentlichen Arbeit beweisen das eben Gesagte. 

Die Kermentwirkungen?*) sind bei verschiedenen Pollen sehr 
verschieden, wie schon friihere Autoren feststellen konnten. Der 
Bliitenstaub der Erle besitzt die Katalase, Diastase und Invertin, 
wenn auch ihre Wirkung in bezug auf den Honig sehr schwach 
sind. So spaltet Invertin nur 51,2 mg Rohrzucker, wihrend 
der Honig bis zu 1000 mg zu spalten imstande ist. Kine Aus- 
nahme macht Katalase, indem sie die doppelte Menge Gas ent- 
wickelt wie Honig. 

Nach unserer Gesamtanalyse laBt sich allgemein sagen, dab 
der Pollen der Erle yom ernihrungsphysiologischen Standpunkt 
aus ein iiberaus wertvolles Nahrungsmittel der Biene sein muB. 


2. Kiefer (Pinus). 


WOM, «6 i twa sl TOY, 
Trockensubstanz . . . . 92,55 
OM as tes ow es 
Biwi. a « «+ « ». « » W855 
Invertzucker. . . . . . ~~ 1,61 
Rohrzuecker . . .. . . ~~ 5,82 
Asche. 
Gesamtasche. . . . . .~ 2,88"), 
Unloésliches (SiO,). . . . = 0,20 
BO. nee tes s OM 
Gap . ...« ss « » OR uw. OFC", 
| i 
rr ee 
bs ke eee «ee 


— ere a ae ee ee eee 
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Fermente. 

Katalase: 1 g Pollen entwickelt in 2 Stunden 24,0 cem Q,. 

Invertin: § 

Diastase: 

Obwohl der Pollen der Kiefer denselben Wassergehalt auf- 
weist wie der der Erle, haben wir doch auf Grund der iibrigen 
Analysenwerte einen vollkommen verschiedenen Bliitenstaubtypus 
vor uns. Bedeutend weniger Fett und Kiweif ist vorhanden und 
neben Invertzucker enthilt er in betriichtlicher Menge Rohrzucker. 

Beziiglich der Asche liegen hier die Verhiltnisse anders als 
beim Erlenpollen. Schon der Betrag der Gesamtasche ist hier 
um etwa1°/, kleiner. Die Hauptmenge nimmt die Phosphorsiure 
ein, dann folgt K,O und erst an dritter Stelle steht beziiglich 
der Menge CaO. Der Bliitenstaub der Kiefer ist ganz bedeutend 
irmer an HKisen und zwar um das Neun- bis Zehnfache. Auch 
hier fehlt Magnesium und Chlor vollkommen. 

Unsere quantitativ ermittelten Resultate stimmen nur teilweise 
mit den Angaben von Planta iiberein. Nach seinen rein qualitativen 
Feststellungen soll viel Phosphorsiure, dagegen sehr wenig Chlor und 
mehr Alkalien in der Asche des Kieferpollens enthalten sein. 

Eigentiimlicher sind hier die Verhialtnisse bei den Fermenten. 
Wahrend wir eine viel stirkere Katalasewirkung bei diesen Pollen 
nachweisen konnten, fehlten Diastase und Invertin iiberhaupt. 

Nach unseren Untersuchungen ist die Annahme A.v. Plantas 
nicht ganz zutreffend, daB der Kieferpollen arm an Bienennihr- 
stoffen ist. Quantitativ enthalt er sicher wenig Fett, Kiweié und 
Asche, Sie sind aber doch in relativ betrichtlichen Mengen vor- 
handen. Der hohe Gehalt an unverdaulicher Cuticula, die sehr 
viel Anforderungen an den Verdauungstraktus der Biene stellt, 
ist mit groBer Wahrscheinlichkeit die Ursache, daB die Kiefer nur 
ungern von der Biene beflogen wird. Wenigstens die schweizerischen 
Bienenziichter betrachten es als feststehend, daB die Bienen bei 
sonst reicherer Pollenauswahl die Kiefer vollkommen meiden. Im 
nordlichen Deutschland, wo ausgedehnte Kieferwaldungen bestehen, 
befliegt die Biene dieselben auch zur Bliitezeit. 


3. Haselstaude (Corylus avellana). 


Wasser. ...+... 288%, 
Trockensubstanz . . . . 97,77 
Pima es es ee 2 
Biweie. « . ss ws w « 169 
Invertzucker. . . . . . 6,43 


Rohrzucker . ..... 3,95 
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Asche. 


Gesamtasche. . . . . . = 4,53°/, 
Unlésliches (SiO,;. 2. . . 1,01 

Res es et ew es s Be 

Mc ce es ws WO a Ory, 
| re 

4 + + & oe eo 1,37 

Me @ ewes eee se @ 

i a a ee 


Fermente. 
Katalase: 1 g Pollen entwickelt in 2 Stunden 18 cem Q,,. 
Invertin: (J 


Diastase : 1. gelb 5. hellblau 
om 6. blau 
3. schwach griinlich t 
4. sechwach bliulich 8. 


Auch der Pollen der Haselstaude ist, wie schon Planta an- 
gibt, sehr arm an Wasser. Die Differenz zwischen EiweiB und 
Fett ist im Gegensatz zu den iibrigen Pollen hier sehr groB. 
Nach unseren Untersuchungen finden wir abweichend von Planta 
Invertzucker und Rohrzucker, und zwar ist letzterer nur in einer 
Menge von 3,95°/, vorhanden. 

Beziiglich der Asche schreibt Planta: sie enthilt viel Phos- 
phorsiure, wenig Kalk, mehr Magnesia und kohlensaure Alkalien, 
sehr wenig Chior. Derartig wenig priizisierte Angaben iiber den 
Mineralstoffgehalt eines Nahrungsmittels besitzen heute sehr wenig 
Wert. Nach dem Gesetz des Minimums, dem der Ké6rper im 
Aufbau und Wachstum Folge leistet und nech der Wichtigkeit 
der einzelnen Mineralstoffe fiir den Organismus miissen wir die 
Verhiltnisse in quantitativer Weise, und zwar mit gréBter Ge- 
nauigkeit, abkliiren kénnen. 

Nach unserer Analyse finden wir in der relativ groBen Menge 
Asche als Hauptbestandteil IX,O, ihm folgt die Phosphorsiure, 
das Calcium und das Eisen. Magnesium und Chlor fehlen auch 
hier vollkommen. Ein sehr betrichtlicher Teil der Asche, und 
zwar 1°/, fallt unter die unléslichen Bestandteile. Besonders 
hervorzuheben ist noch, dab der Pollen der Haselstaude einen 
sehr hohen Gehalt an Eisen autweist. 

Die Verhiiltnisse bei den Fermenten gegeniiber den beiden 
vorhergehenden Pollenarten sind hier ebenfalls verschieden. An- 
wesend sind nur Katalase und Diastase, wiihrend das Invertin voll- 


kommen fehlt. 
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Zusammenfassung und Diskussion. 


Wie aus unseren Untersuchungen hervorgeht, scheint jede 
der drei Pollenarten (Alnus, Pinus und Corylus avellana) eine 
charakteristische Zusammensetzung zu besitzen. Besonders aut: 
fallend ist dabei der hohe Eisengehalt bei Alnus- und Corylus- 
pollen. Vom ernihrungsphysiologischen Standpunkte aus ist es 
ganz eigentiimlich, daB Chlor und Magnesium in allen drei Bliiten- 
staubarten vollkommen fehlen. Es lieben sich keine Spuren 
nachweisen. 

Da nun, wie bekannt, der Bliitenstaub im Nahrungshaushaite 
der Biene eine bedeutende Rolle spielt und seine Zusammen- 
setzung iuBerst kompliziert ist, ergibt sich die Notwendigkeit, 
jede Pollenart fiir sich abkliren zu kénnen. R. L. Parker'®) 
weist im besonderen darauf hin, daB nur einige einfache Zucker 
und die Proteine fiir die Biene ausniitzbar sind. Stiirke, Dex- 
trine, Cellulose, Pentosane, einige von den einfachen und héheren 
Zuckerarten sind fiir die Biene nicht verwertbar. Dies  trifit 
wahrscheinlich auch fiir die im Pollen enthaltenen Ole und Fette 
zu. Den Zuckerbedarf wird die Biene leichter und vorteilhafter 
aus dem Honig decken. Es kann daher dem Kohlehydratgehalt 
keine groBe Bedeutung zukommen. 

Fassen wir ganz allgemein die Lebensvorgiinge des Koérpers 
ins Auge, so nehmen auch die anorganischen Stotie, schlechthin 
als Mineralstoffe bezeichnet, an der Kntwicklung und Wachstum 
desselben einen regen Anteil, wie zahlreiche Forscher in den 
letzten Jahrzehnten nachweisen konnten. Es sei in diesem Zu- 
sammenhange besonders an die Ausfiihrungen Rk. Bergs!) er- 
innert, der auf die Tatsache hinweist, dab diese Stofle am Aufbau 
des EKiweiBes direkt beteiligt sind, daB sie fiir die Durchfiihrung 
der verschiedenen Lebenserscheinungen ebensowohl als fiir den 
Transport der Nihrstoffe und fiir die Unschidlichmachung der 
Abfallstoffe unentbehrlich sind.“ Aus diesen Griinden schien es 
uns besonders wichtig, einen Kinblick in die Zusammensetzung 
der Asche dieser Pollen zu erhalten. 


Neben den von uns bestimmten Fermenten Katalase, Invertin 
und Diastase sind nach R. L. Parker in einzelnen Pollenarten 
auch proteolytische Fermente festgestellt worden. Lipase soll 
fehlen, da, wie Phillips!’) angibt, das Pollenfett von dem Ver- 
dauungsstraktus der Biene nicht resorbiert wird. 








39 K. Elser u. J.Ganzmiiller, Chemische Zusammensetzung usw. 
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Zur Kenntnis der Gallensduren. 
XXIX. Mitteilung. 


Von 


Martin Schenck. 


(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinadr-pbysiologischen Lustituts 
der Universitat Leipziz.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28. Oktober 1930.) 


I. Uber die Einwirkung von Salpetersaure auf Isodesoxybilian- 
siure-oxim, Ciliansaure-oxim, Isobiliansaure-oximlactam und 
Isobiliansaure-dioxim. 


In friiheren, gemeinsam mit H. Kirchhof ausgefiihrten Unter- 
suchungen ist gezeigt worden, dab sich Oximsiiuren aus der Reihe 
der Gallensiiuren gegeniiber Salpetersiiure verschieden verhalten 
je nach Stellung der Oximgruppe. Befindet sich diese an Ring IT 
am C-Atom 7, so erfolgt lediglich Abspaltung der stickstoff- 
haltigen Gruppe und es bilden sich die entsprechenden Keto- 
siuren. Im Falle des Biliobansiiure-oxims tritt dabei voriiber- 
gehend eine deutliche Griinfiirbung der Lésung auf, die auf die 
intermediare Bildung einer wenig bestiindigen Nitrosoverbindung 
zu beziehen ist. Neuerdings sind noch zwei weitere Oximsiiuren 
mit 7-Stellung der NOH-Gruppe gepriift worden: [sodesoxybilian- 
siiure-oxim (I) und Ciliansiiure-oxim (II); in beiden Fiillen wurde 
erwartungsgemaB die Oximgruppe abgespalten und es entstanden 
im wesentlichen die Ketosiuren: Isodesoxybiliansiure und Cilian- 
saure. 

Haftet die NOH-Gruppe an Ring III an C-Atom 12, so 
bilden sich blau oder griinblau gefiirbte Nitrosoverbindungen bzw. 
bei langerer Dauer der Kinwirkung der Salpetersiure farblose 
Nitrokérper. Von solcben Nitrosoverbindungen haben sich bisher 
zwei in reinem, krystaliisiertem Zustande gewinnen lassen, nimlich 
die Nitrososiuren C,,H,,N,O, und ©,,H,,NQO,.’) In letzter Zeit 
wurden zwei weitere Oxime mit 12-Stellung der Oximgruppe in 
ihrem Verhalten gegeniiber Salpetersiure untersucht: I[sobilian- 
siure oximlactam und Isobiliansiiure-dioxim. Isobiliansiure-oxim- 

1) Diese Z. 189, 85 (1930). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXCIV. 
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lactam kommt nach friiheren Feststellungen durch die Struktur- 
formel I]I zum Ausdruck (Stellung der NH-Gruppe zur benach- 
barten CO-Gruppe hypothetisch).1) Bringt man das Oximlactam 
mit Sulpetersiiure (D. 1,4) zusammen, so entsteht alsbald eine 
blaugriin gefiirbte Lésung und nach 5 Minuten dauernder Ein- 
wirkung der Salpetersiiure laBt sich durch Zusatz von Wasser 
eine blaBblau gefiirbte Fillung erzeugen. Es ist aber noch nicht 
gelungen, die in dieser Fiallung offenbar vorliegende Nitroso- 
verbindung durch Umkrystallisieren in reiner Form zu gewinnen. 
Lost man den Niederschlag in starker Essigsiiure, so scheidet sich 
aus der schwach blaugriin gefarbten Lésung zuniichst nichts aus, 
erst bei langem Stehen erscheinen unter allmiihlicher Entfirbung 
der Fliissigkeit farblose Nadeln, in denen die schon friiher 
beschriebene Ketolactamtricarbonsiiure ©, ,H,,NO,*) erkannt wurde. 
Die Strukturformel dieser Ketosiiure unterscheidet sich von III 
nur dadurch, daB an Stelle der NOH-Gruppe ein Sauerstoflatom 
sich befindet. Auch schon bei linger (10 Minuten) dauernder 
Kinwirkung der Salpetersiiure wird die Ketolactamtricarbonsiiure 
aus der anfiinglich entstandenen Nitrosoverbindung gebildet. Es 
ist bemerkenswert, dab der dem Isobiliansiiure-oximlactam ent- 
sprechende Nitrosokérper so wenig bestiindig ist im Gegensatz 
zu der aus Biliansiiure-oximlactam hervorgehenden, oben erwiihnten 
Nitrososiiure ©, ,H,,N,O,, die sich ohne Schwierigkeit umkrystalli- 
sieren ]iBt. 

Isobiliansiiure-dioxim (IV) gibt mit Salpetersiiure ebenfalls 
eine blaugriine Lisung, die mit Wasser eine mattblau gefirbte 
Fallung lietert. Durch Umkrystallisieren der Fallung aus 50 °/, iger 
Kssigsiiure wurden gut ausgebildete hellblaue Krystalle erhalten. 
Die in diesen Krystallen vorliegende Nitrosoverbindung diirfte 
sich hinsichtlich ihrer Konstitution den beiden oben erwibnten 
Nitrososiuren ©,,H,,N,O, und ©,,H,,NO, an die Seite stellen 
und daher durch das Strukturbild V zum Ausdruck kommen. Zu 
der Formel V ist zu bemerken, daB die Doppelbindung — ebenso 
wie bei den zwei anderen Nitrososiiuren — unsicher ist und u. U. 
unter Vermehrung der Zahl der Wasserstoffatome um zwei durch 
eine einfache ersetzt werden mub. Die neue Nitrosoverbindung 
ist vorerst nur in kleiner Menge und in noch nicht ganz reinem 
Zustand gewonnen worden, sie soll von neuem dargestellt und 
dann niher untersucht werden. 


') Diese Z. 177, 280 (19238). *) Diese Z. 185, 183 (1929). 
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II. Versuch, die Oximinohydroxamsaure C,,H,,.N,0. nach 
Beckmann-Wallach umzulagern. 

Wahrend der Ketoximring III (NOH an C?*) unter dem Kin- 
fluB von Salpetersiiure AnlaBb gibt zur Entstehung von Nitroso- 
bzw. Nitroverbindungen, weist er andererseits ein negatives Merk- 
mal auf, insofern er sich nach Beckmann- Wallach nicht um- 
lagern liBt. Wenigstens waren Umlagerungsversuche in den bisher 
gepriiften Fillen (beim Biliansiiure-dioxim, Biliansiiure-monoxim 
(NOH an C!”), Isobiliansiure-dioxim und Dehydrocholsiiure-trioxim) 
ohne Erfolg. Genauer gesagt: soweit sich in diesen Fiillen 
Reaktionsprodukte in reiner Form gewinnen lieben, enthielten sie 
den unverinderten Ketoximring III. Vermutlich liBt sich dieser 
Ring auch im #-Diketocholansiiure-dioxim nicht umlagern. — 
Es ist jetzt noch eine weitere Oximsiiure mit NOH-Gruppe 
an Cl untersucht worden, nimlich die Oximinohydroxamsiiure 
C,,H,,N,0, (WI). Diese Siure wird durch Reduktion aus der 
Nitrohydroxamsiiure ©,,H,,N,0, erhalten, die ihrerseits aus der 
3,7, 12-Trioximinocholansiiure (Dehydrocholsiiure-trioxim) unter der 
Einwirkung von Salpetersiiure hervorgeht. Dei der letztgenannten 
Reaktion wird die NOH-Gruppe an C* in bekannter Weise ab- 
gespalten, wihrend die an C!? iiber eine Nitroso- in eine Nitro- 
gruppe iibergeht und Ring I eine oxydative Sprengung unter Aus- 
bildung einer Hydroxamsiuregruppicrung erfiihrt, ein Bildungs- 
modus einer Hydroxamsiwure, fiir den ich in der Literatur bi-sher 
kein Analogon gefunden habe. Beim Versuch, die Oximino- 
hydroxamsiure umzulagern, war von vornherein mit der Moéglich- 
keit zu rechnen, daB u. U. auch die Hydroxamsiiuregruppe um- 
gewandelt wiirde. So entsteht aus Benzhydroxamsiiure mit Thionyl- 
chlorid im Sinne einer Beckmannschen Umlagerung Phenyl- 
isocyanat: C,H,C(: NOHJOH ——> C,H,N:C:0.') Indessen ergab 
der Versuch, da8 weder der Ketoximring, noch die Hydroxam- 
siuregruppe der Siure ©,,H,,.N,O, eine Umlagerung  erfihrt. 
Soweit sich ein reines Produkt isolieren lieB, bestand dieses ans 
unveriindertem Ausgangsmaterial. Ubrigens wird auch die Nitro- 
hydroxamsiure C©,,H,,N,O, durch heibe Umlagerungsschwetel- 
siiure nicht veriindert und ebenso negativ verhiilt sich allem An- 
schein nach die Ketohydroxamsiiure C,,H,.NO,, die sich von der 
Oximinosiure VI nur dadurch unterscheidet, dab sie an ©! an 
Stelle der NOH-Gruppe ein Sauerstoffatom triigt. 


') Chem. Z. 1907, 1, 633. 
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In ihrer letzten Mitteilung!) weisen H. Wieland und F. Vocke 
darauf hin, daBb Ring III vielleicht ein Siebenring ist. Sollte sich 
diese Vermutung bestitigen, dann kénnte man daran denken, dab 
der Mangel der Umlagerungsfihigkeit bei Ring III mit der 
Siebenzahl der Ringglieder zusammenhingt, wihrend ja Fiinf- 
ring II und Sechsring I leicht umgelagert werden. Nun laBt sich 
aber nach O. Wallach das siebengliedrige Suberonoxim zum 
achtgliedrigen Lactam erweitern. Es miifte somit bei Ring III 
die besondere Art der Substituierung oder Einfiigung in das Ge- 
suntmolekiil sein, die der Bildung eines achtgliedrigen Lactam- 
ringes hinderlich ware. Damit steht nicht in Widerspruch, daB 
sich in einem anderen Falle méglicherweise aus Ring III ein 
achtgliedriger (Siureanhydrid-)Ring bildet, nimlich bei der ther- 
mischen Zersetzung der Pseudodesoxybiliansiure, falls diese Siure 
ihre Entstehung tatsichlich einer oxydativen Sprengung des 
Ringes III der #-Diketocholansiure verdanken sollte), denn hier 
wiirde es sich um eine erneute RingschlieBung zwischen den 
beiden Carboxylgruppen einer 1,7-Dicarbonsdiure handeln, wobei 
dann das entstehende Anhydrid nicht, wie man erwarten sollte, 
unter Abspaltung von Kohlendioxyd und Wasser in einen Keto- 


sechsring tibergeht. Dagegen bildet sich aus Ring III — unter 
der Annahme, daB er sieben Ringglieder enthilt — ein Sechs- 


ring bei der Oxydation der Biliansiiure zu Ciliansiure (W. Borsche 
und R. Frank’), ein Ubergang, der in den Besonderheiten der 
Benzilsiureumlagerung seine Erklirung finden kénnte. 








CH, HOOC OH 
jen, Pa 
CH, C c——C 
} JIL | | Ct. -Coon | | | C.tt-Co0H 
CH C CH C 
i cH, c——sg, Il coon ¢& CH, 
| 
I] | 
COOH CH 7C:NOH COOH CH 7,C0:NOH 
i Pad ile el 
COOH CH, CH, CH, 
Isodesoxy biliansiiure-oxim, Ciliansiiure-oxim, 
C,,Hy,NO,. CosHssNOjo. 


') Diese Z. 191, 69 (1930). 
*) Vel. Diese Z. 180, 107 (1929). 


%) Ber. chem. Ges. 60, 723 (1927). 
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C:NOH C:NOH 
Mis ™~ A? ~ 
CH, C CH, C 
| | > C,,H,,-COOH C,,H,,- COOH 
cH Cf cH OC] 
Y i al ee 
III CH, C———CH, IV CH, C——CH, 
| | 
NH | 
COOH CH CO COOH CH C:NOH 
COOH CH, COOH CH, 
Isobiliansiure-oximlactam, Isobiliansiure-dioxim, 
C,,H3,N,0,. Cy, H3.N,9g. 
C-NO C: NOH 
a 12, 
CH C CH, C | 
C,,H,,- COOH -C,,H,,- COOH 
CH C CH CI 
Pe in 
V CH, Cy VI COOH C———CH, 
| P| 
COOH CH CO HON:C-OH CH CO 
Pe ll ae ae 
COOH CH, CH, CH, 
Nitrosoverbindung, Oximinohydroxamsiure, 
Co4HygNO,. Cy4H,5N,0,. 


Beschreibung der Versuche. 


I, 1. Isodesoxybiliansiure und Salpetersiure. Das 
nach fritheren Angaben’) hergestellte Oxim war etwas braun ge- 
firbt, léste sich aber vollstindig in der Kilte in 25°) iger Salz- 
siure. 1g des Oxims brachte man mit 5 ccm Salpetersiiure 
(D. 1,4) zusammen. Es entstand eine braune Loésung, die unter 
maBiger Gasentwicklung stundenlang klar blieb. Am _ niichsten 
Morgen hatten sich farblose Krystalle ausgeschieden, die nach 
insgesamt 48 stiindizgem Stehen scharf abgesaugt und auf Ton 
getrocknet wurden. Umkrystallisieren aus 20°) iger Essigsiiure 
lieferte schéne, farblose, lange Nadeln in einer Ausbeute von 
0,17 g. Der Schmelzpunkt (248°) sprach dafiir, daB Isodesoxy- 
biliansiure vorlag, die Analyse (Trocknen bei 120°) ergab aber 
einen etwas zu niedrigen Kohlenstofiwert. 


') Diese Z. 172, 159 (1927). 
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0,1311 g¢ Substanz gaben 0,3139 g CO,, 0,0962 g H,O. 
C,,H,,0, Ber. 66,02°/, C 8,329, H Gef, 65,82°/, C 8,21, H 

Nicht ganz ausgeschlossen ist es, dafi dem Material in ge- 
wissem Umfang ein Oxydationsprodukt mit niedrigerem C-Gehalt 
beigemischt war, wenn auch das einheitliche Aussehen der Krystalle 
und der Schmelzpunkt nicht auf eine solche Beimischung hin- 
wiesen. Jedenfalls diirfte das Priiparat in der Hauptsache aus 
Isodesoxybiliansiiture bestanden haben. Die Salpetersiiure-Mutter- 
lauge gab auf Zusatz von Wasser eine gelbe Fiallung, die eben- 
falls aus 20°/,iger Kssigsiure umkrystallisiert wurde. Es resul- 
tierten dabei neben viel braunem Harz noch wenige Krystalle, 
die in ihrem Aussehen den eben beschriebenen ahnlich waren. 

I, 2. Ciliansiure-oxim und Salpetersiure. Die Be- 
reitung des Oxims ist friiher angegeben worden.!) Die im Vakuum 
zur Trockne gebrachte, amorphe, aber schneeweiBe Substanz 
wurde fiir den Versuch verwendet. 1,5 g des Oxims léste man 
in 3. ccm Salpetersiiure (D. 1,4) und iiberlieB die klare, gelb ge- 
fiirbte [liissigkeit im Reagensglas 24 Stunden sich selbst. Es 
trat keine Ausscheidung ein. Die Lésung wurde nunmebr in eine 
Krystallisierschale gegossen und weiter stehen gelassen; nach 
6 Stunden (also im ganzen 30 Stunden) machte sich eine deutliche 
Griinfiirbung bemerkbar, die spiiter wieder verschwand. Ob diese 
Fiirbung auf die vyoriibergehende Bildung eines Nitrosokérpers 
zu beziehen ist, muB dahingestellt bleiben, auffallend ist das spite 
Auftreten des Farbtons. Nach im ganzen 48 stiindigem Stehen 
hatten sich farblose Drusen von Nadeln ausgeschieden, die in 
ihrem Aussehen an Ciliansiure erinnerten, Sie wurden scharf 
abgesaugt und auf Ton an der Luft getrocknet. Ausbeute 0,66 g. 
Der Stoff wurde dann zweimal aus Wasser umkrystallisiert und 
in farblosen nadelférmigen Krystallen erhalten. Krystallform und 
Schmelzpunkt (240 —241°) wiesen auf Ciliansiure hin, aber auch 
hier fiel bei der Analyse (Trocknen bei 120°) der Kohlenstoffwert 
etwas zu niedrig aus. 

0,1140 g Substanz gaben 0,2471 g CO,, 0,0718 g H,0. 
CyH 3,910 Ber. 59,78°/, © %,10°, H Gef. 59,13°/, C 17,05°/, H 

Es gilt daher die oben fiir die Isodesoxybiliansiiure gemachte 
Jemerkung auch hier, im wesentlichen diirfte es sich aber um 
Ciliansiiure gehandelt haben. Die Salpetersiiure-Mutterlauge schied 
bei liingerem Stehen im Krystallisierschilchen noch weitere 


1) Diese Z. 107, 152 (1919). 
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krystallinische Massen aus, die den oben beschriebenen durchaus 
glichen (auch nach dem Umkrystallisieren aus Wasser), 

I, 3. Isobiliansiiure-oximlactam und Salpetersiiure. 
Die Umlagerung des Isobiliansiiure-dioxims zu I-:obiliansiiure- 
oximlactam erfolgte nach der friiher gegebenen Vorschrift..) 0,5 ¢ 
des Oximlactams brachte man mit 2 ccm Salpetersiiure (D. 1,4) 
zusammen, e3 entstand alsbald unter Gasentwicklung eine griin- 
blaue Lésung. Nach 5 Minutea wurde der Versuch abgebrochen 
und durch Zusatz von Wasser zur Losung eine bliiulichweiBe 
Fallung erzeugt. Nach dem Trocknen liste man die Fiillung 
heiB in wenig Kisessig und iiberlieB die schwach griinblau ge- 
firbte, klare Fliissigkeit sich selbst. Nach 24 Stunden hatte sich 
noch nichts ausgeschieden, man gab nunmehr das gleiche Volum 
Wasser hinzu und klarte die Liésung durch kurzdauerndes Er- 
hitzen. Beim weiteren Stehen schieden sich allmihlich farblose 
Nadeln aus und die Firbung der Liésung verschwand nach und 
nach. Nach 24 (insgesamt 48) Stunden wurde die Krystallisation 
abgesaugt und aus Wasser umkrystallisiert: lange, feine, verfilzte 
Nadeln vom Zersetzungsp. 246° (Ausbeute etwa 0,2 g). Die dem 
Isobiliansiiure-oximlactam entsprechende Ketolactamtricarbon- 
siiure”) zersetzt sich bei 248 —250°. 

0,1742 g Substanz (bei 120° getrocknet) lieferten 4,7 eem N (18° und 
750,8 mm Hg). 

C,,H,,NO; Ber. 3,01°/, N Gef. 3,13°/, N 

Bei einem auderen Versuch liste man 0,26 g Oximlactam 
in 1 ccm Salpetersiiure (D. 1,4) und lieB die Lésung 10 Minuten 
bei Raumtemperatur stehen. Die anfangs griinblaue Farbe hellte 
sich dabei auf, d. h. wurde mehr reingriin und Zusatz von Wasser 
erzeugte eine fast weibe Fillung. Nach dem Umkrystallisieren 
aus Wasser resultierten lange, diinne Nadeln, die einen kaum 
noch erkennbaren bliulichen Stich aufwiesen und bei 246° sich 
zersetzten (Ausbeute etwa U,13 g’. 

0,1258 g Substanz (bei 120° getr.) gaben 0,2838 g CO,, 0,0852 g H,O. 
%9,Hs,NO, Ber. 61,91°/, C 7,58°/, H Gef. 61,54°/, C 1,58°/, H 
Es lag also fast reine Ketolactamtricarbonsiiure vor. 

I, 4. Isobiliansiure-dioxim und Salpetersiure. 0,62 ¢ 
Isobiliansiure-dioxim *) (nicht umkrystallisiert) wurden mit 2,5 ccm 

1) Diese Z, 172, 159 (1927). 

2) Diese Z. 185, 183 (1929). 

3) Diese Z. 172, 159 (1927). 
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Salpetersiure (1). 1,4) iibergossen und geschiittelt; es entstand 
sehr bald unter Gasentwicklung eine griinblaue Lésung, die nach 
10 Minuten mit Wasser versetzt wurde. Die hellblaue Fallung 
trocknete man auf Ton und léste sie heib in 50°/,iger Kssig- 
siure. Beim Erkalten und Stehen der Lésung schieden sich 
nicht gut ausgebildete Krystalle aus, nach nochmaligem Um- 
krystallisieren einer kleinen Probe resultierten besser aussehende, 
hellblaue, glinzende, derbe Prismen oder keilférmige Krystalle. 
Da wegen Mangels an Ausgangsmaterial der Versuch vorliufig 
nicht wiederholt werden konnte, wurde das nur einmal umkrystalli- 
sierte Priiparat (etwa 0,045 g) zur Priifung verwendet. Fiir die 
Analyse trocknete man bei 100° im Vakuum. 


8,940 mg') Substanz gaben 8,825 mg CO,, 2,500 mg H,0. 


4,050 mg ‘ » 9,050 mg CO,, 2,530 mg H,0. 

6,540 mg ‘. lieferten 0,165 cem N (21° und 759 mm Hg). 

7,760 mg ¥ ‘“ 0,194 cem N (21° ,, 759mm Hg). 
Jog H, ,NO, Ber. 62,18 °/, C 7,18 °/, H 8,02 °/, N 
C,,H,,NO, » 61,91 7,58 8,01 


Gef. 61,10, 60,96°/, C 7,10, 6,99°/, H 2,98, 2,90°/, N 


Die Kohlenstoffwerte wiesen darauf hin, daB das Material 
noch nicht rein war, es kann aber keinem Zweifel unterliegen, 
daB der reine Stoff dieselbe Zusammensetzung hat wie die von 
Biliansiiure sich ableitende Nitrosoverbindung C,,H,,NO, (oder 
u. U. ©,,H,,;NO,). Die hellblaue Substanz zersetzt sich bei 220 
bis 222° (vorher Sintern) und gibt ihren Charakter als Nitroso- 
kérper durch den positiven Ausfall der Reaktion nach Angeli 
und Castellana: Dunkelblaufirbung mit Diphenylamin und 
Schwefelsiure zu erkennen. 

Il. Umlagerungsversuch mit Oximinohydroxam- 
siure VI. Zuniichst sei der Versuch kurz beschrieben, der mit 
der Muttersubstanz der Oximinohydroxamsiiure, der Nitrohydroxam- 
siiure C,,H,,N,O, ausgefiihrt wurde. 0,33 g Nitrohydroxamsiure *) 
erhitzte man mit 4 ccm etwa 90 °/,iger Schwefelsiure 10 Minuten 
lang auf dem Dampfbad. Nach dem Erkalten wurde die braune, 
klare Fliissigkeit auf Kis gegossen, die hierdurch erzeugte, briun- 
lich gefiirbte Fallung 2 mal aus 50 °/, iger Essigsiiure umkrystalli- 
siert: farblose Nadeln vom Zersetzungsp. 280—282° (fir Nitro- 


') Die Mikroanalysen verdanke ich der Liebenswiirdigkeit des Herrn 
Professor Thomas (Leipzig), in dessen Institut sie ausgefiihrt wurden. 
2) Diese Z. 181, 185 (1929). 
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hydroxamsaure friiher beobachtet etwa 280°). Ausbeute nach 
dem 2 maligen Umkrystallisieren 0,16 g. 

0,0867 g Substanz (bei 120° getrocknet) lieferten 4,25 cem N (15,5° 
und 763,6 mm Hg). 

C.,Hs4N,Oo Ber. 5,67°/, N Gef. 5,83°/, N 

Das Produkt gab in alkoholischer Lésung mit Eisenchlorid 
eine braunrote Fiarbung und loéste sich in Natronlauge mit 
gelber Farbe, beides Reaktionen, die auch von dem Ausgangs- 
material gegeben werden. Dagegen liefert das letztere, wie friiher 
erwihnt, beim Erhitzen mit Diphenylamin und Schwefelsiure eine 
mittelstarke Blaufiirbung, mit Phenol und Schwefelsiure Dunkel- 
griinfarbung, wihrend die mit Schwefelsiure behandelte Nitro- 
hydroxamsiure diese beiden Reaktionen nicht mehr gibt (mit 
Diphenylamin und H,SO, trat lediglich eine schwache Griin- 
farbung auf, wahrend beim Erwirmen mit Phenol und Schwefel- 
siure eine gelbbraune, griinstichige Lésung entstand). Die Farb- 
reaktionen mit Diphenylamin bzw. Phenol und Schwefelsiiure sind 
daher durch eine geringfiigige Verunreinigung, die der urspriing- 
lichen Nitrohydroxamsiaure anhaftet, bedingt. 

Der Umlagerungsversuch mit der Oximinohydroxamsiure 
wurde in dShnlicher Weise wie der eben beschriebene vorgenommen. 
0,57 g Oximinohydroxamsiure!) brachte man mit 6,8 ccm etwa 
90°/,iger Schwefelsiure zusammen und erhitzte die Mischung 
15 Minuten lang auf dem Dampfbad. Die braun gefirbte Lisung 
goB man nach dem Erkalten auf Kis; da sich nichts ausschied, 
stumpfte man die saure Reaktion der Lésung durch eisgekiihlte 
22 °/,ige Natronlauge soweit wie méglich ab, wodurch eine briiun- 
lich gefirbte Fallung hervorgerufen wurde. Durch Umkrystalli- 
sieren der Fiallung aus 70°/,igem Alkohol wurde eine nadel- 
formige, nur noch wenig gefirbte Krystallisation in einer Aus- 
beute von 0,27 g erhalten. Nochmaliges Umkrystallisieren aus 
70 °/,igem Alkohol lieferte reinweiBe, kleine Krystallnadeln vom 
Zersetzungsp. 226° (fiir die Oximinohydroxamsiure friiher ge- 
funden 224—226°). DaB es sich bei dem isolierten Produkt tat- 
sichlich um die Oximinohydroxamsiure C,,H,,N,O, handelte, 
dafiir sprachen besonders die beiden fiir letztere Siure charak- 
teristischen Farbreaktionen: mit EKisenchlorid entstand eine inten- 
sive Dunkelrotfiirbung (Hydroxamsiuregruppe), mit Salpetersiiure 
firbte sich das Produkt blaugriin (NOH-Gruppe an C!%), Die 


1) Diese Z. 183, 88 (1929). 
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blaugriine Salpetersiurelésung wurde mit Wasser gefallt und die 
Fallung 2 mal aus 50 °/,iger Kssigsiiure umkrystallisiert: hellblau 
gefirbte, feine Nadeln vom Zersetzungsp. 236—238°, entsprechend 
friiher bei der Oximinohydroxamsiure gemachten Beobachtungen.!) 

Auch die durch partielle Hydrolyse der Oximinohydroxam- 
siure entstehende Ketohydroxamsiure C,,H,,NO,') wurde in einer 
kleinen Probe mit 90°/,iger Schwefelsiiure erhitzt. Da das 
Reaktionsprodukt mit Kisenchlorid eine intensive Kirschrotfarbung 
gab, ebenso wie das Ausgangsmaterial, war anscheinend auch 
hier unter dem KinfluB der heiBen Schwefelsiiure eine Veriinde- 
rung nicht eingetreten. 


1) Diese Z. 183, 88 (1929). 
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VII. Mitteilung.?) 


Vergleichende Untersuchungen tiber das Pepsin 
bei Kalt- und Warmblitern. 


Von 


N. P. Pjatnitzkij. 


(Aus dem Biochemischen Institut der II. Moskauer Universitat 
und aus dem Laboratorium fir biologische Chemie des Kubaner mediz. Instituts.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. November 1939.) 


Die Untersuchungen von Smorodinzew, Adowaund anderen Autoren 
iiber die Natur der Proteasen weisen uns neue Wege beim Studium der Natur 
der Fermente. Sie gehen parallel mit den Fortschritten auf dem Gebiete 
der organischen und Kolloid-Chemie. Nach der Ansicht vieler Antoren, 
wie das zuerst Effront” *) formulierte, wird das aktive Prinzip des Ferments, 
wenn es von der Kolloid-Mizelle, die an sich indifferent ist, adsorbiert wird, 
zu einer feineren und spezifischeren Wirkung befihigt. Hugouneng und 
Loiseleur’) stellen sich das Ferment als eine besonders geartete kolloidale 
Lésung von Krystalloiden vor. Nach ihrer Meinung kénnen eine ganzc 
Reihe bekannter Kolloide, wie Glykogen, Lecithin, die das Mn-lon adsorbieren 
iiber fermentative Eigenschaften verfiigen. In diesen Kolloiden erscheint 
das Krystalloid von Anbeginn als aktiver Faktor. Ebenso meinen die Autoren 
in Bezug auf das Pepsin, daB es das aktive Cl’-Ion an die Lésung abgibt, 
das elektiv die Kationen adsorbiert. Die Autoren schreiben diese Kigen- 
schaft dem Vorherrschen der Carboxylgruppen an der Oberfliiche der Pepsin- 
mizelle und ihrer negativen Ladung zu. 

Die letztgenannten Ansichten von Hugouneng und J.oiseleur wider- 
sprechen anderen aus der Literatur. 

Von gré8erem Interesse erscheint eine Stellungnahme zu den Unter- 
suchungen tiber Pepsinase im Laboratorium von Prof. Smorodinzew. In 
ihrer Arbeit ,,Zur Kenntnis der Proteasennatur“ (Mitteilung I) zeigten Smoro- 





1!) VI. Mitteilung, Adowau. Smorodinzew, diese Z. 191, 193 (1930). 

*) Effront, Les Catalyseurs biochimiques dans Ja vie et dans l’in- 
dustrie, 19 Paris 1914. 

3} Willstitter, Chem. Ber. 55, 3601 (1922). 

‘) Zit. bei Smorodinzew u. Adowa, diese Z. 177, 188 (1928). 
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dinzew und Adowa!'), daB zwischen der Aktivitiit verschiedener Pepsin- 
priiparate und ihrem Gehalt an Gesamtstickstoff, Amino-Stickstoff und Car- 
boxylgruppen eine direkte Abhingigkeit besteht. Es gelang ihnen zu beweisen, 
daB nicht die Anzahl der Carboxylgruppen im Pepsinmolekiil das Ent- 
scheidende ist, sondern daB das Verhiiltnis zwischen den Amino- und Carboxy]- 
gruppen viel groBbere Bedeutung hat. Das Verhiiltnis des Stickstoffs der 
Aminozruppen zu den Carboxylgruppen betriagt bei starken Priparaten un- 
gefiihr eins, wenn die Anzahl der Carboxylgruppen derjenigen der Amino- 
gruppen entspricht. Demgegeniiber werden schwache Priiparate durch einen 
niedrigen Koeffizienten charakterisiert. Er erreicht bis 0,s5—0,4. Diese Unter- 
suchungen von Smorodinzew und Adowa wurden in der Hauptsache mit 
kiiuflichen Pepsinpriparaten verschiedener Herkunft durchyefiihrt und nur 
teilweise mit dem natiirlichen Magensaft eines Hundes aus dem Laboratorium 


Pawlows. 

Im Verlaufe meiner Arbeit iiber den Magensaft von Kalt- 
und Warmbliitern wurde ich von Prof. 1.A. Smorodinzew veranlaBt, 
vergleichende Untersuchungen iiber die physikalisch-chemischen 
Kigenschaften des Pepsins durchzufiihren, und zwar sowohl im 
natiirlichen Magensaft des Frosches und des Hundes als auch in 


frischen Extrakten der Magen genannter Tiere. 

Die vergleichende Untersuchung des Pepsins der Kalt- und 
Warmbliiter ist von sehr groBem Interesse vom Standpunkt der 
Erforschung der Natur dieses Ferments. Bis jetzt wissen wir 
noch nicht ob das Pepsin der Kaltbliiter mit demjenigen der 
Warmbliiter identisch ist. Es gelang mir nicht in der Literatur 
eine gréBere Anzahl von Arbeiten iiber diese Frage zu finden, 
und nur eine Untersuchung?) iiber das Pepsin des natiirlichen 


Magensaftes des Frosches. 


Smirnow war der erste dem es gelang reinen Magensaft vom Frosch 
zu erhalten und eine Methode zur Anlegung einer Magenfistel auszuarbeiten, 
die die Magenfistel bei Warmbliitern ersetzte. Er zeigte, daB sich beim 
Frosch bei mechanischer Reizung der Magenschleimhaut der Magensaft ab- 
sondert. Nachdem er den Frosch einige kleine Korkstiickchen hatte ver- 
schlucken lassen, band er den mit Korkstiickchen angefiillten Magen an der 
Cardia und am Duodenum ab, nach vorheriger Offaung der Bauchdecke. 
Der Schnitt wurde dann verniht und der Frosch verblieb wihrend eines 
Tages in einem mit Wasser gefiilltem Gefib. Nach 24 Stunden wurde er 
mit einer Sonde getétet durch Zerstérung des Zentralnervensystems und 
der Magen mit den Korkstiickchen wurde herausgenommen. Bei Eréftnung 
des Magens gelang es bis 0,5cem klaren opaleszierenden Magensaft zu er- 
halten, der manchmal weiBliche Kliimpchen enthielt. Der Saft besaB eine 
stark saure Reaktion mit Methyl-Orange und groBe Verdauungskraft nach 


') Diese Z. 177, H. 3—4 (1928). 
2) Smirnow, Sitzungsprotokoll der Gesellschaft der Naturforscher der 


Don-Universitat 1918 (russisch). 
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Mett (4 mm Eiwei8stiibchen in 12 Stunden bei einer Temperatur von 25 
bis 83°C). Die Angaben von Smirnow fand ich bestitigt'), 

Bei der vorliegenden Untersuchung wurde von mir dieselbe 
Methode angewandt, Magensaft beim Frosch zu erhalten mit dem 
Ziel, die physikalisch-chemischen Kigenschaften des Pepsins bei 
Kaltbliitern zu studieren. Zu meiner Aufgabe gehérte — soviel 
Magensaft wie méglich gleichzeitig von mehreren Fréschen zu ge- 
winnen und zwar zu folgenden Zwecken: 1. Das Gemisch von 
Magensiiften auf seine Verdauungskraft in bezug auf Kiereiweib 
und Casein zu priifen. 2. Um die freie, gebundene, Gesamt-Salz- 
siure und die Gesamtaciditit (nach Michaelis) zu bestimmen. 
3. Bestimmung des p,, (Chinhydron-Methode) 4. Feststellung des 
Verhiltnisses von Amino- und Carboxylgruppen im Pepsinmolekiil. 
Die Bestimmung des Amino-Stickstoffs wurde nach van Slyke 
ausgefihrt. Die Carboxylgruppen wurden mit Hilfe der Alkohol- 
Titration nach Willstatter bestimmt. Die Titration wurde mit 
einer 0,2/n-NaOH-Lésung durchgefiihrt in Gegenwart von 2 ccm 
einer 0,5°/,igen alkoholischen Thymolphthaleinlésung bis zu 
schwacher blaulich-griinlicher Verfirbung. Zur Analyse wurden 
5—10 ccm zentrifugierter Magensaft verwandt. 

Abnliche Untersuchungen wurden mit Magenextrakten ge- 
téteter Frésche durchgefihrt. Die Extrakte wurden mit Salzsiiure 
von der Konzentration 100—150 (d. h. 0,1—0,15 n) hergestellt 
und zwar im Verhiltnis 1:3, d.h. auf jedes im Porzellanmorser 
mit einem Pistill aus Jenaer Glas zerriebene Gramm Magensubstanz 
kamen 3 ccm Salzsiurelésung. 

Von den Korkstiickchen, die aus dem Magen der getiteten 
Frésche herausgenommen wurden, stellte ich mit Hilfe von Salz- 
siure (Aciditaét 30) einen Auszug her, wobei die hinzugefiigte Menge 
der letzteren ebensoviel betrug wie die Anzahl Kubikzentimeter 
Magensaft, die aus dem Magen der getéteten Frésche gewonnen 
wurde. Zu gleicher Zeit wurden neben dem Auszug Parallel- 
untersuchungen mit Magensaft und Extrakt angestellt. 

In einer groBen Zahl von Fillen wurden von mir auch Be- 
stimmungen der Verdauungstiirke und des p,, des Magensaftes 
einzelner Frésche durchgefithrt. Die Gesamtzahl der Frdésche 
betrug iiber 100. Die Versuche wurden mit Fréschen (Rana Es- 
culenta) angestellt, die im Juni und Juli 1930 aus dem Magazin 
des Moskauer Zoologischen Gartens bezogen waren. 


1) Pjatnitzkij u. Stud. Aleksejew, Zeitschr, f. Experiment. Biol. u. 
Mediz. 1930 (russisch). 
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Aus den oben angefiihrten (Griinden wurden auch Unter- 
suchungen mit frischem Magensaft von Hunden durchgetiihrt, die 
ich aus dem Laboratorium von Prof. J. P. Rasenkow erhalten 
habe. Im ganzen wurden vier verschiedene Portionen Magensaft 
untersucht (Nr. 1, Nr. 2, Nr. 3 u. Nr. 4), wobei Nr. 4 ein Gemisch 
des Magensaftes von vier Hunden darstellte. 

Die Extrakte Nr. 1, Nr. 2, Nr. 3 wurden aus der Magen- 
schleimhaut von Hunden hergestellt, die im Experiment getétet 
waren. 

AuBerdem wurden zur Kontrolle von mir zwei Pepsinpriparate 
in Gestalt einer 1°/,igen Lésung in Salzsiiure (Aciditaét 100) unter- 
sucht: und zwar Praparat Nr. 1 Langebek und Nr. 2 Parke 
und Davis. 

Die angefiihrte Tabelle stellt eine kurze Zusammenfassung 
der Ergebuisse der angestellten Versuche dar. Von den Unter- 
suchungen mit dem Magensaft einzelner Frésche ist in der T'a- 
belle nur ein kleiner Teil angefiihrt, der alle Versuche dieser Art 
vollkommen wiedergibt. Aus der abelle ist zu sehen (siehe 
Nr. 99, Nr. 100), daB in den Fallen, in denen es gelang Magen- 
saft mit starkem Sauregehalt (p,, 1,65—1,84) zu bekommen, die 
Verdauungskraft des Magensaftes des Frosches 10 mm Eiweib- 
stiibchen nach Mett in 18 Stunden bei88° verdaute. Kine schwache 
Verdauungskraft nach Mett — von 2 mm, 1 mm, 0,6 mm — wurde 
in Fallen mit erniedrigter Siureabsonderung beobachtet. Huin- 
zufiigen von 1 ccm HCl (30) fiihrte zu einer Verstarkung der Ver- 
dauung bis zu 8 und 10 mm (siehe Nr. 8, Nr. 12, Nr. 13, Nr. 44). 
Die Menge der Pepsineinheiten betrug bei den untersuchten Magen- 
siiften der Frésche 20—40 Einheiten nach GroB pro Kubikzenti- 
meter Magensaft. Besonders interessante Versuche wurden mit 
dem AufguB eines Korkstiickchens aus dem Magen der getéteten 
Frésche durchgefiihrt, wo 1 ccm HCl (30) hinzugesetzt wurde. 
Die Verdauungskraft nach Mett entsprach hier ebenfalls 9 bis 
10 mm langen Eiweibstibchen innerhalb 18 Stunden bei 35° C 
und einem p,, von 1,52—1,72 (siehe Nr. 11 und Nr. 44). Nach 
GroB entspricht die Verdauungskraft dieser Aufgiisse 10 Pepsin- 
einheiten. 

Die Ergebnisse der Untersuchung von Magensaftgemischen 
der Frésche Nr. 12—25 fallen zusammen mit den Resultaten, die 
bei einzelnen Fréschen erhalten wurden. Die Verdauungskraft 
nach Mett — 10 mm in 18 Stunden bei 38° und p,, 1,73, nach 
(¢roB — 40 Pepsineinheiten in 1 ccm Magensaft. Die Titration 
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mit einer 0.1 n-NaQH-Lésung aus einer Mikrobiirette nach Mi- 
chaelis ergab freie HC] 12, gebundene HCl 21, Gesamt-HCl 33 
und Gesamtaciditit 47 auf 100 com Magensatft. 

Der Magenextrakt der Frésche Nr. 13—25 zeigte eine Ver- 
dauungskraft von 8 mm nach Mett in 18 Stunden bei 88° © und 
ein p,, von 1,03, Kr besab 10 Pepsineinheiten nach Grob 
pro 1 ccm. 

Die bestimmungen an Magensaftgemischen des Korkaufgusses 
und des Magenextraktes der Froésche Nr. 1U1—109 ergeben im 
allgemeinen die gleichen Werte (siehe Tabelle). 

Der Magensaft, der in einer Menge von 20 ccm von den 
Fréschen Nr. 46—68 erhalten war, besab eine auBerordentlich 
schwache Verdauungskraft nach Mett: { mm in 20 Stunden bei 
38°C infolge des Fehlens von treier Salzsiure. Die ‘Titration 
nach Michaelis ergab: freie HCL OU, gebundene HCl 21, Gesamt- 
HCl 21 und Gesamtaciditit 87. Hinzuliigen von HCl bis zu 
einem p,, von 1,25 vergréBerte die Verdauungskratt auf 10 mim. 
Salzsiuretiberflub beim Hinzusetzen bis p,, 0,9 setzte von Neuem 
die Verdauung herab (6 min) Die Verdauungskrait nach Grob 
erwies sich bet diesem Sait micht geringer als bei siamtiichen 
anderen Magensiiften des irosches (4U0 Kinheiten pro 1 com). Der 
Gehalt an Amino-Stickstoff betrug in diesem Magensattgemisch 
des Frosches 29,3 mg auf 100 com Sait und 120 mg Carboxyl- 
gruppeii. Das Verhialtnis der Amimo- zu den Carboxylgruppen 
betrug — 0,78. 

Der AutguB der Korkstiickchen aus den Magen der Frosclie 
Nr. 46—8o zeigte eine starke Verdauungskraft nach Mett: 11,5 min 
in 20 Stunden bei 38° C und ein p, von 1,87. Nach Grob 
hatte er nur 10 Pepsinheiten. Stickstoff der Aminogruppen aut 
100 ccm AufgubB — 14,7 mg, Carboxylgruppen — JO mg. loef- 


vos NH, P 
fizient ——_——. = 1,58. 
CUOIL 7 
3e1 der Untersuchung des Magenextraktes der Frésche Nr. 46 
bis 88 ergab sich folgendes: Verdauungskraft — 6 mm Eiweil- 


stibchen uach Mett in 20 Stunden bei 35°C und einem p,, vou 
2,06; Pepsineinheiten nach Grob 10. Stickstoff der Aminogruppen 


” Nil 
— 62,7 mg, COOH-Grup 372,1 mg ‘== U,53. 

’ o>) ppen om | a 5 COOH yJuU 

Analoge Untersuchungen mit Magensaft von Hunden ergaben 
fir simtliche vier Versuche: Magensaft Nr. | — 6mm _ KEiweib- 


stibchen nach Mett in 20 Stunden bei 48°C, ein p,, von 1,26 


Hoppo-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXCIV, ; 
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und 40 Einheiten nach GroB; Magensaft Nr.2 und Nr. 3—8 
— 84mm nach Mett, p, 0,98 und 80 Pepsineinheiten nach 
GroB, Magensaft Nr. 4 —5 mm nach Mett bei einem p,, von 0,95 
und 20 Kinheiten nach Grob. Das Verhiiltnis der Amino- zu 
den Carboxylgruppen betrigt dementsprechend: fir Magensaft 
Nr. 1 — 0,59, Magensaft Nr. 2 — 0,54, Magensaft Nr. 3 — 0,53, 
und fiir den Magensaft Nr. 4 — 0,62. 

Die Extrakte aus der Magenschleimhaut des Hundes ergaben 
folgendes: Extrakt Nr. 1 — nach Mett 5,6 mm bei einem p, 
2,12; nach Grob — 160 Einheiten. Stickstoff der Aminogruppen 
cooy = 093 Extrakt 
Nr. 2 — 12mm nach Mett, bei p, 1,37; 640 Einheiten nach 


Grob. 7,5 mg Aminostickstoff, 25,3 mg COOH-Gruppen und 


— 7,5 mg, COOH-Gruppen — 28 mg, 


NH,  ieiadiian a | . 
COOH = 0,96. Extrakt Nr. 3 nach Mett 11 mm bei p,, 1,12 und 
Ys . Y , . NH 
Qo) . wei 9 om ' 
320 Einheiten nach GroB. Koeffizient won ™ 0,94. 


Die Versuche mit den Pepsinpriiparaten bestiitigten die Unter- 
suchungen von Smorodinzew und Adowa. Priparat Nr. 1 
(Langebek) zeigte eine Verdauungskraft von 5 mm Eiweibstibchen 
nach Mett bei einem p,, von 1,22 und 40 Kinheiten bei Grob. 
nats = 0,40. Priparat Nr. 2 (Parke und Davis) 
— 11 mm nach Mett bei p,, 1,25 und 320 Einheiten bei Grob, 
NH, 
COOH 
zentration verwendet. 


Verhiltnis von 


Verhiltnis = 0,80. Beide Priiparate wurden in 1°/, Kon- 


Bei einem Vergleich der Ergebnisse der Pepsinuntersuchungen 
beim Frosche und beim Hunde zeigt es sich, daB die Verdauungs- 
kraft (nach Mett) des natiirlichen Magensaftes des Frosches um 
einiges gréBer ist als diejenige des Hundes. Der Magensaft des 
Frosches hat im Mittel eine solche von 10 mm und der des 
Hundes von 8 mm. Dieser Unterschied hingt augenscheinlich 
vom Reaktionsmilieu ab. Die Wasserstoffionen-Konzentration des 
Magensaftes des Hundes betrigt 0,93—0,98 p,,, d. hb. sie liegt auf 
dem ansteigenden Ast der Kurve fiir das p,-Optimum der Eiweib- 
verdauung durch Pepsin. Die Wasserstoffionen-Konzentration des 
Magensaftes des Frosches liegt auf dem absteigenden Ast der 
Kurve, niher dem eigentlichen Optimum. 


Nach den Untersuchungen von Smorodinzew, Adowa und 
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Barmina)) liegt dieses Optimum zwischen 1,10 und 1,20 p,. Kin 
Magensaftgemisch der Frésche Nr. 46—88 mit Salzsiiure bis zum 
p, 1,25 angesiuert ergibt nach Mett — 10 mm, bei Ansiiuerung 
desselben bis zum p,, 0,91 fallt seine Verdauungskraft auf 6 mm. 

Die optimale Wasserstoffionen-Konzentration gelangt nach 
den Angaben von Sérensen?) bis zu 1 x 107”, nach Christi- 
ansen?) ist das Optimum der Wasserstoflionen nicht das gleiche 
bei verschiedenen Tieren — fiir den Hund und das Schwein liegt 
es héher als fiir den Menschen. Nach Weinland?) wirkt das 
Pepsin des Haifisches sogar in Gegenwart 2°/,iger Salzsiiure und 
sein Optimum liegt zwischen 0,5 und 1°/, HCl. Hieraus kann 
man den SchluB ziehen, daB das Pepsin von Kaltbliitern in einem 
saurerem Milieu besser verdauen kann als das Pepsin der Warm- 
bliiter. Die von mir durchgefiihrten Versuche sprechen eher 
dafiir, daB das Optimum fiir das Pepsin des Frosches nahe dem 
Wirkungsoptimum des Pepsins der Warmbliiter liegt. 

Die Verdauungskraft der Magenextrakte der Frésche schwankt 
in genau gleicher Weise in Beziehung zu verschiedenen p,,: bei 
p, 1,51—1,59 betragt sie S—7 mm nach Mett, bei p,, 2,66 
—6mm und bei einer Ansiuerung mit Salzsiure bis zu p,, 0,89 
—2mm. Bei diesen Versuchen liegt also das Optimum des p,, 
fiir das Pepsin des Frosches zwischen 1,0 und 1,5. Die relativ 
schwache Verdauungskraft der Magenextrakte des Frosches, im 
Vergleich zu derjenigen des Magensaftes, liBt sich augenscheinlich 
dudurch erklaren, daB die Extrakte nicht aus der Schleimhaut, 
sondern aus der Gesamtmagensubstanz hergestellt wurden. 

Nach den Untersuchungen vonGriitzner®) undSwentsitskij ‘*) 
wird das Pepsin beim Frosche ausschlieBlich von den Zellen der 
Speiseréhre produziert. Meine Versuche mit Magenextrakt von 
Fréschen bestatigen die Ansichten von Friinkel*), Flaum’) und 
Smirnow®) nach deren Angaben der Magen des Frosches ebenso- 
gut aktiven Saft produziert. 

Die Verdauungskraft nach GroB ist beim Magensaft des 
Frosches im Mittel zweimal geringer als beim Magensaft des 
Hundes. Wobei erwihnt werden mub, daB beim Magensatt des 





') Diese Z. 189, 110 (1930). 

*) Zitiert bei Smorodinzew: Fermente im Pflanzen- und Tierreich. 
Teil III, S. 113 (1922) (russisch). 

*) Griitzner, zitiert bei Flaum, Z. Biol. 10, 1891 (1874). 

4) a. a. O. 

) a. a. QO. 
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Frosches ein Mibverhiltnis besteht zwischen der starken Ver- 
dauungstitigkeit gegeniiber dem EKiwe:B nach Mett und der 
schwachen KEinwirkung auf das Casein nach Grob. Zur ent- 
giiltigen Kutscheidung dieser Frage ist es noétig, eine groBe Reihe 
von Versuchen in genannter Richtung anzustellen. 

Der mit den Workstiickchen aus dem Magen des Frosches 
hergestellte AufguB zeigte ebenfalls eine starke Verdauungskraft 
nach Mett und eine schwache nach GroB (10 Einheiten). Ver- 
NH, 


“COOH 
tivitiit der Fermente beobachten Smorodinzew und Adowa eine 


hiiltnis 1,58. In Fallen eines Herabsinkens der Ak- 


Y 


. ‘a — NII, ; : aie 
VergréBerung des Koeffizienten nae bis zu 6,25. 


Zusammenfassung. 

1. Der Magensaft des Frosches, der nach der Methode von 
Prof. Smirnow erhalten wurde, enthalt pro ccm 20—40 Pepsin- 
einheiten (nach Grob); seine Verdauungskraft nach Mett erreicht 
bis 10 mm Eiweibstibchen in 18 Stunden bei 38° C. 

2. Das p,, des Magensaftes des Frosches, durch mechanische 
Reizung der j)riisen mit Hilfe von Korkstiickchen erhalten, schwaukt 
zwischen 1,52 und 3,9 als Grenzwerten. 

3. Der Magensaft des Frosches ist relativ reich an gebundener 
Salzsiiure, aim an freier HCl und hat eine relativ hohe Gesamt- 
aciditiit. 

4. Jas Optimum des p,, des Magensaftes beim Frosch liegt 
zwischen 1 und 1,4 als Grenzwerten und fillt anscheinend mit 
dem Optimum des p,, der Warmbliiter zusammen. 

5. Der Magenextrakt des Frosches hat eine vielfach schwichere 
Verdauungskraft als der Extrakt aus der Magenschleimhaut des 
Hundes. 

6. Die Magendriisen des Frosches sind, unabhingig von den 
Driisen der Speiseréhre, befihigt aktiven Magensaft zu produzieren. 

7. Das Pepsin der Kaltbliiter ist augenscheinlich mit dem 
Pepsin der Warmbliiter identisch. 


Zum SchluB ist es mir eine angenehme Pflicht Herrn Prof. 
I. A. Smorodinzew meinen tiefen Dank auszusprechen fir die 
unmittelbare Leitung der vorliegenden Arbeit in seinem Labo- 
ratorium und ebenso A. N. Adowa fiir ihre Ratschlage und metho- 


dischen Hinweise. 
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Zur Kenntnis der Monojod- und Monobromessigsaure- 
vergiftungen beim Kohlenhydratabbau. 


Von 


Ragnar Nilsson, Karl Zeile und Hans y. Euler. 


(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockho!m 


(Der Redaktion zugegangen am 3. November 1930. 


In der Muskelchemie ist wihrend der letzten Jahre durch 
die Entdeckung einer Mehrzahl neuer Tiitigkeitssubstanzen eine 
Fille von interessanten Fragestellungen autgetaucht. Trotzdem 
schon ziemlich viel bekannt ist tiber die Umsetzungen dieser 
neuen Substanzen (Pyrophosphorsiiure, Kreatin- und Arginin- 
phosphorsaure, Adenylsiure, Adenylpyrophosphorsiure usw.) sowohl 
in vivo als in vitro, ist es bis jetzt aber keineswegs gelungen, 
an die gewonnenen Ergebnisse eine ei:wandtreie Theorie zu 
kniipfen. Im Hinblick auf die groBen Schwierigkeiten, die das 
Studium einer derartigen Kette von ineinander eingreifenden 
Reaktionen bieten muBb, laBt sich dagegen vermuten, daB es noch 
eine geraume Zeit in Anspruch nehmen wird, bis die Funktion 
dieser neuartigen Reaktionen bei der Muskeltiitigkeit einiger- 
maBen festgestellt ist. 

Ks scheint aber, als ob in letzter Zeit durch die Unter- 
suchungen von Lundsgaard!) die Forschung auf diesem (Gebiet 
in eine sehr giinstige Richtung gelenkt worden sei. Die Tatsache, 
da8B bei gehemmter Milchsiiurebildung der Muskel noch Arbeit 
leisten kann, liBt sich natiirlich, bis eine genauere Kenntnis 
iiber die Natur der Monojodessigsiiurevergiftung vorliegt, in ver- 
schiedenen Richtungen deuten. 

Von wesentlicher Bedeutung muf hier sein, ob die Hemmung 
der Milchsiurebildung durch Monojodessigsiiure durch eine yollige 
Ausschaltung des Kohlenhydratabbaues zustande kommt, oder 
ob, wie z. B. bei der Fluoridvergiftung, ein intermediirer Kolilen- 


’) Biochem. Z. 217, 162 (1930); sowie 220, 1 u. 8 (1930). 
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hydratumsatz noch mdglich ist, der somit auch zur geleisteten 
Arbeit eine Beziehung haben kénnte. ; 

Auf Grund der bis jetzt angestellten Versuche kann diese 
Frage nicht entschieden werden. Lundsgaard gibt an, daB im 
monojodessigsiiurevergifteten Arbeitsmuskel eine (allerdings nach- 
triigliche) Bildung von Hexosephosphat stattfindet. Bei Versuchen 
mit Hefe findet er u.a., daB nach Monojodessigsiurevergiftung 
bei aufgehobener Girung die Atmung (gemessen durch Sauerstoff- 
zehrung und Glucoseschwund) noch ungestért verliuft. 

Einige weitere Feststellungen scheinen uns hier von Interesse, 
niimlich 1. wie die Hexosemonophosphorsiurebildung durch Mono- 
jod- oder Monobromessigsiurevergiftung beeinfluBt wird, und 2. ob 
der durch diese Vergiftung unter anaeroben Verhiltnissen auf- 
sehobene intermediare Glucoseabbau unter dem EinfluB einer 
Oxydation wieder ablaufen kann. 

Unsere Versuche beziehen sich ausschlieBlich auf Hefe. Zur 
Verwendung kam die Unterhefe Mc (Trockenhefe) und die Ober- 
hefe R (frische Hefe und Trockenhefe). Als Puffer diente eine 
10°/,ige Phosphatlésung p,, = 6,4. Die Versuche wurden, wo 
nicht anders erwihnt wird, immer bei 30° angestellt. Alle 
Reaktionsmischungen wurden mechanisch geschiittelt. Folgende 
analytische Methoden wurden benutzt: Mikrogirung nach dem 
iiblichen Verfahren von Myrbick und Euler’), P-Bestimmung 
nach Kmbden?), Acetaldehydbestimmung nach Ripper®), 
Methylenblaureduktionen nach Thunberg-Ahlgren‘), Atmung 
nach Warburg.) 


') In Oppenheimer-Pineussen, Die Methodik der Fermente, In einigen 
Millen wurde die Girungskohlensiiure im Warburgschen Respirometer 
bestimmt. Dabei wurde, wie im ,,Mikrogiirverfahren“, nur die im Gasraum 
befindliche Kohlensiure beriicksichtigt. Dies fiihrt unter Umstinden infolge 
der Léslichkeit der Kohlensiiure in der Reaktionsmischung bei schwacher 
Giirung und kriiftiger Atmung zu einem scheinbar negativen Effekt (vgl. 
z. B. Tab. 16, Spalte 3; Tab. 19, Spalte 4 und 5). Die durch Vernach- 
liissigung der in der Reaktionsmischung gelésten Kohlensiure verursachte 
Ungenauigkeit, die sich also stets in etwas geringeren Giirwerten ausdriickt, 
keinesfalls aber héhere vortiuschen kann, diirfte fiir die Beurteilung der 
Verhiltnisse ohne Belang sein. 

*) Diese Z. 113, 138 (1921). 

*) Mh. Chem. 21, 1079 (1900). 

‘) In der hier gewéhnlichen Modifikation. Vgl. z. B. Diese Z. 169, 
123 (1927). 

’) Vgl. z. B. Krebs, in Oppenheimer-Pincussen, Die Methodik der 


Fermente. 
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Die Glucosephosphorylierung. 


Die Phosphorylierung der Glucose wird durch Monojodessig- 
siiure verhindert.!) Wie folgender Versuch zeigt, ist auch die 
Monobromessigsiurevergiftung von einer volligen Hemmung der 
Glucosephosphorylierung begleitet. Die benutzte Trockenunter- 
hefe hatte fast keine Selbstgirung. Es findet bei dieser Hefe 
auch in Gegenwart von NaF keine Hexosemonophosphatbildung statt 


Reaktionsmischung (Gesamtvolumen 10 eem); 
1g Trockenhefe + 0,5 g Glucose + 2,5 cem Puffer. 


Tabelle 1. 


Giirungsversuch in 2 cem Reaktionsmischung. ccm CQ. 


























Ohne Konz. mol. NaF Konz. mol. Bre CH,-COOH 
Stunden : ‘ aneeiene F 
Gift —1 —2 - —1 —2 —3 | —4 
10 10 10 10 10 10-3 | 10 
0,25 1,9 01 | Ot | 0,2 0,1 0,1 0,3 0,7 
0,50 8,1 01 | 01 | 0,3 0,1 0,1 1,1 5,8 
1,00 ] 13,5 0,1 | O14 | 08 01 OO 25 13,2 
4,50 | 22,7 0,1 0,1 | 15,8 0,1 0,2 3,7 23,3 


Die Selbstgirung betrigt nur 0,9 ccm. Zur vollstiindigen 
Girungshemmung sind etwa dieselben Giftkonzentrationen er- 
forderlich wie bei der Glucosegirung. 


Tabelle 2. 


P-Bestimmung in '/, cem Reaktionsmischung. 
4 7 a 








. sil rol 10—? mol. 
Sinai Ohne Gift 10~? mol. Nak yo 
ng P,05 | A mg P.O, A ng PO, 4 
0 162 | 1,62 1,63 
0,48 1,14 1,66 — 0,04 1,76 —0,13 
3 115 | 0,47 1,67 — 0,05 1,80 —O,17 
1 177 | —O15 1,71 —0,09 1,80 —0,17 











Kine Phosphorylierung der Glucose wird nicht erhalten, statt 
dessen findet aus der Trockenhefe eine Abspaltung des gebundenen 


') Lundsgaard, Biochem. Z. 220, 1 (1930). 
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Phosphats statt. DaB auch in den Fluoridproben eine Phosphor- 
siiureabspaltung gefunden wird, diirfte wohl damit zusammen- 
hiingen, daf zur vollstindigen Spaltungshemmung der Hexose- 
diphosphorsiiure eine gréBere Fluoridkonzentration erforderlich ist 


Ragnar Nilsson, Karl Zeile und Hans v. Euler, 


als fiir die Giirungshemmung.’) 


Die Hexosemonophosphorsaurebildung. 


Zur Untersuchung kam eine Trockenunterhefe, die in Gegen- 
wart von Fluorid eine gut meBbare Eigenphosphorylierung zeigte. 


Reaktionsmischung (Gesamtvolumen 10 ccm): 


1g Trockenhefe + 2,5 cem Puffer. 























Tabelle 3. 
Selbstgiirungsversuch in 2 cem Reaktionsmischung. ecm CO,. 
Ohne Konz. mol. Nak Konz. mol. BreCH,-COOH 
Stunden | ciagpaeinones 
Gift —I | —_—9 | 1 —9 | —3 anome @ 
1o-! | 1072 | 10-3 | 10 1072 | 10 10 
0,5 1,2 01 | 0,1 0,3 0,1 0,1 1,1 3 
1,0 1,9 0,1 | 0,1 0,8 0.1 0,1 1,8 1,9 
2,0 2.5 O01 © O1 1,8 0,1 0,1 2,2 2,5 
3,0 2.8 0,1 01 | 2,2 0,1 0,2 2.4 2,8 
Tabelle 4. 
P-Bestimmung in '/, eem Reaktionsmischung. 
, : 10—! mol. 
Ohne Gift 107! mol. NaF one 
= Br- CH, -COOH 
Stunden . So : . 
mg P,< ). | A mg P,O, A mg P,O, | A 
0 1,71 1,71 1,71 | 
1 1,82 iy | 159 | 0,12 1,71 | 0,00 
2 1,86 —0,15 1,57 0,14 1,73 | —0,02 
3 1,86 —0,15 1,53 0,18 1,73 — 0,02 


eine 





Um eine Abspaltung des schon vorhandenen organischen 
Phosphats zu vermeiden, wurde diesmal eine gréBere Giftkonzen- 
tration benutzt. In Gegenwart von Naf findet, wie ersichtlich, 
erhebliche Phosphoryherung 





') Meyerhof, Biochem. Z. 178, 462 (1926). 





(Hexosemonophosphorsiure- 
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bildung)?) statt. Die Verschiedenheit der Monobromessigsiiure- 
vergiftung und der Fluoridvergiftung kommt hier zum Vorschein. 

An demselben Trockenhetepriparat wurde auch die Monojod- 
essigsiurevergiltung stuciert.?) 


Reaktionsmischung: Wie im vorigen Versuch. 
£ 4 


Tabelle 5. 


Selbstgirung in 2 ecm Reaktionsmischung. ecem CQ,. 








Kouz. mol. J-CH,-COOH 
Stunden : . 
7! | 0 -> =| 107 
0,5 0,1 0,1 0,3 | 0,8 
1,0 0,1 0,1 0,5 2,2 
2.0 0,1 0,1 0,6 2.7 
3,0 0,1 0,1 0,7 27 





Tabelle 6. 


P-Bestimmung in '/, eem Reaktionsmischung. 











Stunden mg P,O, A 
0 1,70 
1,72 0,02 
2 1,74 ~0,04 
3 1,74 — 0,04 


Es wird dasselbe Ergebnis erhalten wie bei der Monobrom- 
essigsiiurevergiftung. 

Wir kénnen also hier feststellen, da durch Monojodessig- 
siure und Monobromessigsiure nicht nur die Hexosediphosphor- 
siiurebildung sondern anscheinend*) auch — im Gegensatz zu den 
Verhiltnissen bei der Fluoridvergiftung — die Hexosemono- 


') Nilsson, Sv. Vet. Akad.-Arkiv f. Kemi 10 A, N. 7 (1930). 

*) Die Monojodessigsiiure wurde nach den Vorschriften yon Abder- 
halden und Guggenheim [B. 41, 2853 (19098)] dargestellt. 

8) Es bleibt auch die Méglichkeit in Betracht zu ziehen, daB dureh 
die Monobrom- und Monojodessigsiiurevergiftung die Abspaltung des ge- 
bundenen Phosphates nicht gehemmt wird, und daB dadurch eine eventuelle 
Hexosemonophosphorsiiurebildung verdeckt werden kénnte. Versuche mit 
einer sehr stark selbstgiirenden Trockenhefe kénuten dariiber vielleicht 


AufschluB geben. 
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phosphorsiurebildung aus den Kohlenhydratreserven der Hefe 
verhindert wird. 

Ks ist wohl méglich, daB im monojodessigsiurevergifteten 
Muskel ganz andere Verhiltnisse vorliegen. Man fragt sich aber, 
ob diese Hexosephosphatbildung im vergifteten Muskel vielleicht 
dadurch zustande kommt, daB der weitere Verlauf des jodessig- 
siiuregebremsten Kohlenhydratabbaues durch irgendeinen iuBeren 
KinfluB (etwa eine Oxydation) erméglicht wird. Wenn namlich 
die Giarungsspaltung, welche eine Reaktionskette darstellt, durch 
Jodessigsiure gehemmt wird, so braucht sich die Hemmung nicht 
auf die gesamte Reaktionsfolge zu erstrecken, vielmehr kénnen 
die einleitenden Reaktionen immer noch verlaufen. Von dem- 
jenigen Zwischenprodukt der Girung an, welches als erstes bei 
der Atmung vom Sauerstoff angegriffen wird, wird also durch 
Jodessigsiure der eine der beiden Reaktionszweige, namlich die 
Girung, gehemmt, wabrend die andere, nimlich die Oxydation, 
noch verlaufen kann. 

Eine gewisse Stiitze fiir diese Auffassung sehen wir in einem 
von Lundsgaard selbst!) angegebenen Versuch, durch welchen 
er die Differenz zwischen dem polarimetrisch ermittelten Glucose- 
schwund und der oxydierten Glucose (bestimmt nach mano- 
metrischen Messungen) ermittelt hat. Sein Versuch ergab nimlich, 
daB diese Differenz sogar etwas gréBer ist als der Betrag der 
oxydierten Glucose. Diese Differenz auf Synthesen zuriickzufihren, 
wie Lundsgaard will, scheint uns jedenfalls sehr gewagt. Viel 
niher liegt unserer Meinung nach die Annahme, daB die erwaihnte 
Differenz von einem wihrend der Atmung gebildeten, unverbrauchten 
Zwischenprodukt herrihrt. 

Den gleichen Gesichtspunkt wollen wir auch fiir die Zucker- 
veratmung in der jodessigsiurevergifteten Hefe geltend machen. 
Durch einige Atmungsversuche an der vergifteten Hefe haben wir 
uns iiber die daselbst vorliegenden Verhiltnisse orientieren wollen. 


Die Glucoseveratmung. 


Die Untersuchung wird durch einen praktischen Umstand 
sehr erschwert, nimlich dadurch, daB die Trockenunterhefe, bei 
der gleichzeitig mit der Atmung die Phosphorsiureumsetzung 
hitte untersucht werden kénnen, nur eine sehr kleine Atmung 
zeigt. 


1) a. a. O. S. 15. 























eens 


Zur Kenntnis der Monojod- und Monobromessigsiurevergiftungen usw. 59 


Reaktionsmischung (Gesamtvolumen 20 ccm): 


1 g Trockenunterhefe + 1 g Glucose + 5 cem Puffer + 2 cem 
hexosediphosphorsaures Na.’) 


Tabelle 7. 


Atmungsversuch in 3 cem Reaktionsmischung. emm Q,. 














Minuten Ohne Gift 10~? mol. J-CH,-COOH | 10~? mol..NaF 
20 104 | — 4 4 13 
30 138 113 -— -— — 
45 175 | 178 — _ — 
60 202 | «196 16 17 32 
115 | 30 34 62 
140 | 30 34 72 
175 | 30 42 85 











Die Atmung ist, wie ersichtlich, im Verhiltnis zu der be- 
nutzten Hefemenge sehr klein. Sowohl durch Monojodessigsiure 
als durch Fluorid wird eine starke Atmungshemmung hervorgerufen. 

Mit denselben Reaktionsmischungen wurden bei Zimmer- 
temperatur einige Methylenblaureduktionsversuche gemacht. Zu 
jeder Probe 1 ccm Reaktionsmischung + 1 ccm Methylenblau- 
lésung (0,5 g/1000 ccm). 


Tabelle 8. 


Methylenblaureduktionsversuch. 





Reaktionsmischung Entfiarbungszeit 
Ohne Gift 14,5 Minuten 
J-CH,- COOH Etwa 3,5 Stunden 
NaF 15,5 Minuten 





Wie bei den Atmungsversuchen kommt auch bei der Methylen- 
blaureduktion eine ausgesprochene Giftwirkung der Monojodessig- 
siure zum Vorschein. Es wurde untersucht, ob die Reduktions- 
wirkung durch starke Liiftung der Reaktionsmischung regeneriert 
werden kénnte. Dies war aber, auch nach 2 stiindiger Durch- 
liiftung, nicht der Fall. 


1) Das in dieser Arbeit benutzte Zymophosphatpriiparat war fast 


analysenrein. Die Lésung war 7,1°/,ig in bezug auf hexosediphosphor- 
saures Na, 
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Die folgenden Atmungsversuche wurden mit der Oberhefe R 
gemacht. Mit emer Suspension aus 2°/, frischer R-Hefe in 
10 °/,ige Glucoselésung wurden folgende Versuche angestellt. 

Zu jeder Reaktionsmischung 1 Volumen Hefesuspension 
+1 Volumen Gift. 


Tabelle 9. 


Girungsversuch in 2 cem Reaktionsmischung. eem CO. 





Konz. mol. J-CH,-COOH 
Stunden | Ohne Gift satetadpsei | pcan nlcnibas 
10-* | 107° | lo~* | 107-8 
1,0 0,3 01 | Of oO 0,2 
3,5 1,0 0,1 | 0,1 0,1 0,6 
6,5 20) 01 | oO, 0,1 11 








Bei einer Konzentration der Monojodessigsiure von i074 
tritt vollstiindige Girungshemmung auf. 


Tabelle 10. 


Atmungsversuch in 2 eem Reaktionsmischung. emm Qy,. 














Konz. mol. Je-CH,-COOH 
Minuten Ohne Gift — 

ir | lin | 19° 
15 93 98 <7T | -= hf 
30 154 170 70 247 | 178 
45 222 258 61 370 262 
60 280 $32 —- 482 342 
85 398 444 58 642 442 
120 585 587 53 $50 525 


Wir kénnen hier feststellen, daB bei der Giftkonzentration 
10-4, wo die Girung aufgehoben ist, die Atmung noch ablaufen 
kann.?) In denselben Reaktionsmischungen wurde jetzt nach 
Entfernen der Kalieinlage die Girung manometrisch verfolgt. 


1) Sie scheint sogar unter Umstiinden etwas aktiviert zu werden. Die- 
selbe Erscheinung findet man auch manchmal in den Versuchen von Lunds- 
gaard. Es muB jedoch hierzu bemerkt werden, daB bei stark giirenden 
Reaktionsmischungen eine unvollstiindige Absorption der Girungskohlen- 
siiure eine derartige Aktivierung vortiiuschen kénnte. 








a 2 EO 
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Tabelle 11. 


Giirungsversuch. emm CQ,. 





Konz. wol. J-CH,-COOH 
Minuten Ohne Gift 
10—-? 197 * 107 
20 91 | 102 = - 55 
30 136 | 160 11 S5 
40 171 203 14 9 109 
55 220 276 17 | 9 | 142 








Der Versuch zeigt nochmals, dab bei der Giftkonzentration 107‘, 
wo die Atmung nicht verhindert wird, die (siirung vollig aufgehoben ist. 

Es wird also durch diese Versuche eine Bestiitigung des 
Lundsgaardschen Befundes erhalten. Andererseits zeigen die 
Versuche, daB auch bei der Atmung die Monojodessigsiiure eine 
ausgesprochene Giftwirkung ausiibt, wenn auch die zur Atmungs- 
hemmung erforderliche Giftmenge etwas groBer ist. 

Der folgende Versuch wurde wie der eben beschriebene aus- 
geiiihri, nur enthielt die Hefesuspension die-mal 5°/, frische R-Hefe. 
Tabelle 12. 


Girungsversuch in 2 cem Reaktionsmischung. cem CQO,,. 





Konz. mol. J-CH,-COOH 
Stunden Ohne Gift on 
1Q7? 107° 1074 
2,00 2.6 0,2 0,1 0.3 
3,50 5,1 0,2 0,1 0,7 
3,33 8,2 0,3 0,1 4,0 
6,83 10,9 0,3 0,2 544 








Tabelle 13. 
Atmungsversuch in 2 cem Reaktionsmischung. 


emm QO,, 





Konz. mol. J-Cil,-COOH 
Minuten Ohne Gift 
107? | tn LO” 
10 146 168 6} 
29 296 350 14 $9 405 
40) 472 550 15 91 645 
50 622 700 15 95 820 
70 870 980 18 98 1080 
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Das gleichartige Verhalten von Girung und Atmung bei ver- 
schiedenen Giftkonzentrationen fiallt in diesem Versuch auf. 

Zu den folgenden Atmungsversuchen wurde eine Trocken- 
oberhefe R benutzt. 

Im folgenden Versuch wurde eine Hefesuspension mit 2°/, 


Trockenoberhefe in 10°/,iger Glucoselésung verwendet. 


Reaktionsmischung: 1 Volumen Hefesuspension + 1 Volumen Gift. 


Tabelle 14. 


Girungsversuch in 2 ecm Reaktionsmischung. cem CQ,. 











Konz. mol. J-CH,-COOH 

















Stunden | Ohne Gift | sanitised - 
107° 5-10-* | = 107 10-5 
0,50 1,0 0,0 0,0 0,4 1,0 
2,75 4,6 0,0 00 | 0,8 5,0 
4,50 8,6 00 | 00 | 08 9,0 
Tabelle 15. 
Atmungsversuch in 2 eem Reaktionsmischung. cmm Q,. 
Konz. mol. J-CH,-COOH 
Minuten | Ohne Gift |———_-___—_ _ naanetnatelecantiak 
1073 5-107* | = 1074 1075 
10 125 57 14 | 39142 | 188 
20 234 92 | 114 | 260 246 
30 352 117 | 128 | 392 383 
45 525 _ | _ | 583 565 
55 657 170 | 138 | 125 705 
65 791 183 140 | 860 838 
15 — 196 148 | 992 | 968 
85 1025 — — 1120 | 1100 
420 1475 250 150)~—S |S s1580—Ss|Ss«i15 80 








Genau wie im vorigen Versuch wird auch 


hier in den 
Reaktionsmischungen, wo die Atmung nicht gehemmt ist, auch 


Girung konstatiert. 
die Methylenblaureduktion untersucht. 


In denselben Reaktionsmischungen wurde 
(Zu 2 ccm Reaktions- 


mischung 0,5 ccm 0,5°/,, Methylenblaulésung.) Die Proben waren 
nach 5 Stunden noch nicht vollstiindig entfirbt. Bei einer Mono- 
jodessigsiurekonzentration von 5-10~* konnte aber eine starke 
Férderung und bei 10~4 eine ziemlich deutliche Hemmung der 


Reduktion beobachtet werden. 
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Im folgenden Versuch wurde eine Hefesuspension mit Glucose, 
Hexosediphosphorsiure und Puffer benutzt. 

Hefesuspension: 0,1 g Trockenoberhefe R + 1 g Glucose + 
2,5 ccm hexosediphosphorsaures Na + 2,5 ccm Puffer. 

Zu jeder Reaktionsmischung 1,5 Volumen Hefensuspension + 


0,5 Volumen Gift. 
Tabelle 16. 


Girungsversuch in 2 cem Reaktionsmischung. emm CQ,. 




















Konz. mol. J-CH,-COOH 
Minuten Ohne Gift ieee inet 

1073 | 5-1074 | 107 
20 184 — 48 | 36 163 
45 400 —94 | 63 322 
65 636 —98 | 118 642 
85 839 —90 | 139 845 
95 934 —81 | 154 915 


Nach den Géarungsbestimmungen wurde in denselben Proben 


die Atmung untersucht. 
Tabelle 17. 


Atmungsversuch in 2 cem Reaktionsmischung. ecmm Q,. 














Konz. mol. Je-CH,-COOH 
Minuten a os LT. ————__—_______— 

10- | 5-10 | 1074 
10 138 122 107 120 
20 241 226 211 | 233 
30 336 333 | 318 | 350 
45 550 523 | 428 530 
60 695 660 533 | 666 





In denselben Reaktionsmischungen wurde die Methylenblau- 
reduktion untersucht. Zu jeder Probe 1,5 ccm Reaktionsmischung 
+ 0,5 ccm Methylenblau (0,25 g/1000 ccm). 


Tabelle 18. 


Methylenblaureduktionsversuch. 








Reaktionsmischung {ntfiirbungszeit (Minuten) 
Ohne Gift 9,0 9,0 
10~° mol. J-CH,-COOH 11,0 = 11,0 
5-10 mol. J-CH,- COOH 10,5 11,0 
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Ks wird auch die Methylernblaureduktionsgeschwindigkeit 
durch die benutzten Giftkonzentrationen kaum_ beeinfluBt. 

Derselbe Versuch wurde unter Verwendung von noch einigen 
groBeren Giftkonzentrationen wiederholt. 


Tabelle 19. 


Girungsversuch in 2 ecem Reaktionsmischung. emm CQ,. 











Konz. mol. J-CH,-COOH 
Minuten Ohne Gift {|———— ) | 
107! | 1077? 10-3 | 510-8 
SO 374 —— — 40 — 69 115 
45 600 3 — 25 —61 224 
85 1085 4 — 7 + 4 507 
120 1415 4 — +46 735 


In denselben Proben wurde nachtriiglich die Atmung_ be- 
stimmt. 
Tabelle 20. 


Atmungsversuch in 2 cem Reaktionsmisehung. emm Q,. 





Konz. mol. J-CH,-COOH 
Minuten Ohne Giit 
io" | 1 ie io 510" 
20 254 4 11 245 249 
DD 453 ) 20 436 686 
50 S15 -- 31 647 976 
110 1170 26 31 1000 1315 








In denselben Reaktionsmischungen wurde die Methylenblau- 
reduktion untersucht. 

Zu jeder Probe 1 ccm Reaktionsmischung + 0,25 cem Mb 
(0,5 2/1000 cem). 
| | Tabelle 21. 








Methylenblaureduktionsversuch. 
Reaktionsmischung utfairbungszeit (Minuten) 
Ohne Giit 16,5 17,5 
10~! mol. J-CH,-COOH Nach 30 Min. sehr stark gefiirbt 
10~? mol. J-CH,-COOIL 31,5 
107° mol. J-CH,-COOU 20,5 21.0 
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In denselben Reaktionsmischungen wurde zu Beginn und 
nach 6stiindiger Atmung die freie Phosphorsiure bestimmt. 


Tabelle 22. 


P-Bestimmungen in '/, ccm Reaktionsmischung. 








Gift- re 
konzentration 0OStunden | 6 Stunden | A 
0 1,88 1,86 | 0,02 
107! 1,84 | 1,94 | 0,10 
1072 1,87 | 1,90 _ 0,08 
1073 1,86 | 1,87 | — 0,01 
5-104 1,85 | 1,87 | — 


Es wurde bei einigen Giftkonzentrationen die Acetaldehyd- 
umsetzung untersucht. (Die Reaktionsmischungen hatten dieselbe 
Zusammensetzung wie in den eben beschriebenen Versuchen, nur 
mit 0,25 °/, Acetaldehyd.) 


Tabelle 23. 
Acetaldehydbestimmung in 2 ccm Reaktionsmischung. 





mg Acetaldehydverbrauch 
Stunden cad eile ee 
. 10~? mol. 10—8 mol. 
Ohne Gift | J.CH,-COOH J-CH,-COOH 
1 —0,04 0,04 0,04 
4 0,71 0,82 0,67 








Nach den beiden letzten Versuchsreihen laBt sich iiber die 
Monojodessigsaurevergiftung in Gegenwart von Glucose und Hexose- 
diphosphorsiure folgendes sagen: Durch geeignete Giftkonzen- 
trationen konnte auch in diesen Versuchen in einigen Fillen ohne 
Atmungshemmung die Girung unterdriickt werden. Genau wie 
wir friiher beobachtet haben, findet aber diese auswihlende Ver- 
giftung anscheinend bei einer Grenzkonzentration des Giftes statt, 
wo die Garung eben gehemmt wird; eine Verstirkung der Gift- 
konzentration um ein Zehnerpotenz fihrt schon zu vollstandiger 
Atmungshemmung. 

Die Methylenblaureduktion wird von Monojodessigsiure in 
ihnlicher Weise beeinfluBt wie die Atmung. So wird z. B. bei 
einer Giftkonzentration, wo die Garung eben gehemmt ist, aber 

Hoppe-Seyiler’s Ze‘tschrift f. physiol. Chemie. CXCIV. 5 
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die Atmung noch ablaufen kann, auch bei der Methylenblaureduktion 
kein nennenswerter KinfluB der Monojodessigsiure konstatiert. Die 
Giftwirkung bei den gréBeren Monojodessigsiuremengen tritt bei 
der Methylenblaureduktion nicht so scharf zutage wie bei der 
Atmung. Es muB aber hierzu bemerkt werden, daB die Um- 
setzungen dieser beiden Reaktionen gréSenordnungsgemiB nicht 
vergleichbar sind. 

Bei der Atmung macht sich weder in den unvergifteten, noch 
in den vergifteten Proben eine Phosphorylierung bemerkbar. Bei 
der hiesigen Oberhefe, die in der Regel nicht phosphoryliert, ist 
dies aber nicht auffallend und mu8 nicht in der Richtung ge- 
deutet werden, daB die Phosphorsiure bei dieser Atmung keine 
Funktion hat. 

Die bei Natriumfluoridvergiftung beobachtete groBe Acetal- 
dehydreduktion in Gegenwart von Glucose und Hexosediphosphor- 
siure wurde bei der Monojodessigsiiurevergiftung vermibt. Der 
EinfluB von sowohl Monobromessigsiure als auch Monojodessigsaure 
auf die Acetaldehydumsetzung wurde bei der ‘T'rockenunterhefe 
(S. 3) im Vergleich mit der Fluoridvergiftung genauer untersucht. 


Reaktionsmischung (Gesamtvolumen 10 ccm): 
0,5 g Trockenunterhefe + 2,5 cem Puffer + 1 cem 2,5°/,ige Acetaldehydlésung. 


Tabelle 24. 


mg Acetaldehydverbrauch in 2 ccm Reaktionsmischung. 








1 cem hexosediphos- | 1! ew hexosediphos- 
Stunden Ohne Zusatz phorsaures Na ba gl 
+ 0,5 g Glucose 10—? mol. NaF 
0,5 0,20 0,50 3,59 
1,0 0,52 0,34 3,89 
3,0 0,78 — 0,67 4,00 











Die Trockenhefe greift, wie ersichtlich, ohne Zusitze nur sehr 
langsam und unvollstindig den Acetaldehyd an. In Gegenwart 
von Glucose, Hexosediphosphorsiure und NaF wird eine sehr starke 
Acetaldehydreduktion erhalten. Ohne NaF findet zuerst eine 
Aldehydabnahme, spiter aber eine Aldehydzunahme statt, was 
vielleicht auf eine Methylglyoxalbildung aus der Hexosediphosphor- 
siure zuriickzufiithren ist. 

Zu den folgenden Versuchen wurden Reaktionsmischungen mit 
Glucose und Hexosediphosphorsiure benutzt. 
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Tabelle 25. 
mg Acetaldehydverbrauch in 2 ccm Reaktionsmischung. 





Stunden 10~? mol, BreCH,-COOH | 10-? mol. J-CH,-COOH 
0,5 0,20 0,22 
1,0 0,60 0,37 
3,0 1,32 1,04 








Von der Monojodessigsiure wurden noch 3 Konzentrationen 


untersucht. 
Tabelle 26. 


mg Acetaldehydverbrauch in 2 ccm Reaktionsmischung. 





Konz. mol. J-CH,-COOH 
Stunden 
5-107 8 ills 5-107 * 
0,5 0,22 0,06 —0,54 
1,5 0,80 | 0,22 — 0,24 
3.0 1,06 0,75 0,13 





Die Verhiltnisse bei der Acetaldehydumsetzung sind wenig 
durchsichtig. Eine gewisse Acetaldehydumsetzung findet offenbar 
in der vergifteten Hefe statt. Wie sich diese Acetaldehydumsetzung 
zu der Acetaldehydreduktion, die in Gegenwart von NaF statt- 
findet, verhalt, l4Bt sich nicht sagen. GréBenordnungsmibig sind 
sie jedenfalls nicht vergleichbar. 


Zusammenfassung. 

1. Bei der Monojodessigsiurevergiftung (wie bei der Mono- 
bromessigsiurevergiftung) wird in der Hefe nicht nur die Hexose- 
diphosphorsiurebildung, sondern anscheinend auch die Hexose- 
monophosphorsiurebildung unterdriickt. Wenigstens wird unter 
solchen Versuchsbedingungen, wo in einer Trockenhefe bei Fluorid- 
vergiftung eine Hexosemonophosphorsaurebildung zustande kommt, 
unter dem Einflu8 von Monojodessigsiure keine Phosphorylierung 
beobachtet. 

2. Eine weitere Verschiedenheit zwischen der Monojodessig- 
siurevergiftung und der Fluoridvergiftung ergibt sich aus den 
Acetaldehydreduktionsversuchen. Die rasche Acetaldehydreduktion, 
die sich in der Trockenhefe bei Gegenwart von Glucose und 
Hexosediphosphorsiiure unter dem EinfluB von Nak’ vyollzieht, 
findet bei Monojodessigsiurevergiftung nicht statt. 


qr 
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3. Die Angabe Lundsgaards, da durch Monojodessigsiure- 
vergiftung die Atmung der Hefe von der Girung abgetrennt werden 
kann, wird bestatigt. Diese Trennung war jedoch in unseren Ver- 
suchen nur bei einer gewissen scharfen Dosierung des Giftes 
méglich; bei einer etwas gréBeren Giftkonzentration wurde auch 
die Atmung gehemmt. Ahnlich wie die Atmung verhilt sich die 
Methylenblaureduktion. 

Nach der Ansicht von Lundsgaard diirfte ,durch seine 
Versuche die alte, viel diskutierte Frage nach dem genetischen 
Zusammenhang zwischen der anoxybiontischen und oxybiontischen 
Zuckerzersetzung ihre Entscheidung gefunden haben. Es geht 
aus den Untersuchungen hervor, daB man die erstere ausschalten 
kann, ohne daB dadurch die letztere beeintrichtigt wird.“ Diese 
weitgehenden Schliisse Lundsgaards sehen wir nicht als hin- 
reichend begriindet an; vielmehr ziehen wir die Méglichkeit in 
Erwigung, da die Jodessigsiurehemmung der Girung bei intakter 
Atmung nicht die ganze anaerobe Reaktionskette betrifft, sondern 
daB dabei nur der schlieBliche, fiir die Atmung nicht un- 
bedingt erforderliche Teil von der Vergiftung betroffen wird. 


Nachtrag bei der Korrektur. 


Nachdem diese Arbeit abgeschlossen war, ist in der Biochem. 
Z. [227, 51 (1930)] eine neue Arbeit von Lundsgaard erschienen. 
Lundsgaard findet jetzt bei Versuchen mit auspriiparierten Mus- 
keln, da bei der Jodessigsiurevergiftung die Konzentrationsbreite, 
in der bei vélliger Aufhebung der Milchsiurebildung noch eine in- 
takte Atmung zu erhalten ist, sehr schmal ist, und ferner findet er 
bei der Hefe die Trennung von Atmung und Garung nur unter be- 
sonderen Versuchsbedingnngen méglich. Es besteht also zwischen 
den von Lundsgaard und den von uns gefundenen Ergebnissen 
villige Ubereinstimmung. Lundsgaard konnte weiter die sehr inter- 
essante T'atsache feststellen, daB ein Jodessigsiuremuskel mit in- 
takter Atmung in Sauerstoff viel mehr Arbeit leisten kann als in 
Stickstoff. Unsere Vermutung — daB bei der Monojodessigsaurevergif- 
tung, wie z. B. bei der Fluoridvergiftung ein intermediarer Kohlen- 
hydratumsatz noch méglich ist, der somit auch zur geleisteten Arbeit 
eine Beziehung haben kénnte — gewinnt durch den Lundsgaard- 
schen Befund eine gute Stiitze. Sehr interessant ist in diesem Zu- 
sammenhang auch der neue Befund Lipmanns [Biochem. Z. 227, 
110(1930)|, daB auch der fluoridvergiftete Muskel bei aufgehobener 


Milchsiiurebildung Arbeit leisten kann. 





oe 
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Zur Kenntnis der Arginasewirkung. 
6. Mitteilung.’) 
Von 


S. Edlbacher und H. Burehard. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium des Physiologischen Institutes Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 24. November 1930.) 


Zur Klirung der Spezifitat der Arginasewirkung hatte der 
eine von uns (E.) gemeinsam mit Bonem (1925) das von E. Fischer 
und Suzuki seinerzeit dargestellte Arginylarginin untersucht.’) 
Da nun aber gegen die angenommene Konstitution dieses Stoffes 
von Zervas und Bergmann Einwinde erhoben wurden®*), und 
andererseits von Kossel und Staudt eine Verbindung aus Clupein 
erhalten wurde, die mit gréBter Wahrscheinlichkeit ein Arginyl- 
arginin ist‘), unterzogen wir die Frage der Arginasewirkung auf 
peptidgebundenes Arginin einer neuerlichen Priifung. Eine der- 
artige Untersuchung erwies sich aus dem Grunde schon als not- 
wendig, da es galt, das von anderen proteolytischen Fermenten 
befreite Enzym in seiner Wirkung auf das Substrat zu unter- 
suchen. Da, wie schon gesagt wurde, die von Kossel und Staudt 
durch Spaltung aus Clupein isolierte Verbindung das gesuchte 
Arginylarginin zu sein scheint, wurde diese der Einwirkung einer 
Arginase unterworfen, welche vorher von begleitenden Peptidasen 
befreit worden war. 


Diese Reinigung wurde in der folgenden Weise erzielt: Kalbsleber- 
glycerinextrakt (1:3) wurde mit der 4 fachen Menge Wasser verdiinnt und 
dann mit Aluminiumhydroxyd (C,) adsorbiert;- und zwar wurden auf je 
100 cem des verdiinnten Extraktes 12 ccm einer Suspension verwandt, welche 
in 100 ccm 2,3 g Substanz enthielt. Dann wurde zentrifugiert und die 
Flissigkeit fiir die Versuche verwendet. Es gelingt durch dieses einfache 

1) Diese Z. 145, 69 (1925); 148, 264 (1926) und S. 273; 167, 76 (1927); 
171, 252 (1927). 

*) Ber. chem. Ges. 38, 4173 (1905). 

3) Ber. chem. Ges. 61, 1195 (1928). 

*) Diese Z. 170, 91 (1927). 
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Verfahren die Peptidasen von der Fliissigkeit abzutrennen. Die Lésung 
spaltete weder Glycyl-glycin, Leucyl-glycin, Wittepepton, noch Gelatine 
bei py = 8, wihrend Arginin intensiv abgebaut wurde. Die Spaltung der 
Arginase wurde in der in unserem Institut geiibten Weise durch Be- 
stimmung des Harnstoffs mit Urease, die Peptidspaltung im van Slyke- 
schen Apparate gemessen. 

Da die Versuche iiber die Arginasewirkung bei py = 9,2 ausgefiihrt 
wurden, untersuchten wir auch die Peptidspaltung bei dieser Reaktion. 
Wie die folgenden beiden Tabellen zeigen, konnte keine Peptidasewirkung 
gefunden werden. 


Einwirkung von Leberextrakt durch 24 Stunden bei 38°. 
Nach van Slyke bestimmbarer Amino-N in mg. 
































Substrat Ohne Enzym | Rohextrakt ow og 
Pu = 8. 
Glycyl-glycin. . . .. 5,7 7,5 5,7 
a a det hl a 14,4 19,0 14,6 
Wittepepton . . ... 8,5 8,6 8,6 
Gelatine . ..... 0,2 0,3 0,2 
Pu = 9,2. 
Glyeyl-glycin. . . . . 8,0 —- 8,1 
Leucyl-glycin . .. . 14,4 — 13,5 
Wittepepton . . .. . 9,4 — 8,4 


Das gereinigte Ferment zeigte kriftige Arginasespaltung: 5 cem 
1 °/,iges Arginincarbonat wurden durch 2 cem obigen Extraktes in 24 Stdn. 
zu 80 °/, gespalten. 

Wir untersuchten nun die Kinwirkung dieser gereinigten 
Fermentlisung auf das nach Kossel und Staudt (a. a. O.) aus 
Clupein dargestellte Arginylarginin. Wir verfuhren bei der Dar- 
stellung genau wie die genannten Autoren. (Kinwirkung von 
70°/, H,SO, bei 37° auf Clupein.) Das isolierte Dipeptid war 
eine farblose, amorphe Masse. Arginylarginin enthalt von seinen 
8 N-Atomen nur eines in Form einer freien Aminogruppe, d. h. 
das gewonnene Priaparat diirfte im van Slykeapparat nur '/, des 
gesamten N abgeben. Dies war tatsichlich der Fall: 


5ecem Arginylargininlésung, Gesamt-N . . . . . 34,86 mg 
5 ecm ™ van Slyke-N . . . . 4,31 mg 


Anscheinend war das dargestellte Arginylarginin also fast 
ganz rein und enthielt kein freies Arginin. 
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Auf die Lésung des Arginylarginins lieBen wir nun einerseits 
gereinigte (peptidasefreie) andererseits ungereinigte Arginase ein- 
wirken und bestimmten die gebildeten Harnstoffmengen, sowie 
den mit salpetriger Saiure reagierenden Stickstoff. 

Beispiel: 

Je 2,5 cem Arginylargininlésung vom Gesamt-N 17,2 mg gaben bei 


Pr = 9,2 (Phosphat + NaOH-Pufferung) nach 24 Stunden bei 38° ohne 
Fermentzusatz 2,14 mg van Slyke-N (theoretisch 2,15 mg). 

















Gebildeter en 

stoff-N in mg Gebildeter van Slyke-N in mg 

Shesitages |P eptidase- Gereinigte Arginase | Peptidase-Arginase 
| haltige |- —_—_—__— —_ 

Arginase | | | Arginase | nach 5 Min. nach 30 Min. | nach 5 Min. | nach 80 Min. 

a 5,3 cin ee ei 

3.5 7,9 52 6,7 177 | 102 

39 | 4,7 5,2 nn nn 7 a (0 





Theoretische Werte: 





van Slyke-N bei 


Harnstoff-N bei Zerfall von Abspaltung von 


4 Condit = 4,3 mg 1 N = 2,15 mg 
2 Guanidylen = 8,6 mg 2 N = 4,30 mg 
3 N = 8,60 mg 





Wirkt also gereinigte Arginase auf Arginylarginin ein, so 
wurde nur ein Guanidinrest angegriffen, denn es fanden sich im 
Mittel 3,7 mg Harnstoff-N; dies ist etwas weniger als der 4. Teil 
des Gesamt-N, namlich 85°/, von 4,3 mg. Wirkte aber peptidase- 
haltige Arginase auf die gleiche Menge Arginylarginin ein, so 
erschienen 7,9 mg Harnstoff-N; es wurden also zwei Guanidyl- 
gruppen in die Reaktion einbezogen. Der theoretische Wert 
wire in diesem Falle 8,6 mg. Die Kontrolle des v. Slyke-N zeigte, 
daB im ersten Falle die Peptidbindung des Arginyl- 
arginins noch intakt war. Nach Behandlung mit ungereinigter 
Arginase hingegen war sie unter der Wirkung der Pepti- 
dasen gelést worden. 

Die Deutung der van Slykewerte der obenstehenden Tabelle 


bedarf noch einiger Erliuterungen: 
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In Analogie mit dem Verhalten des Lysins hatten wir an- 
genommen, daB von der endstaindigen Aminogruppe des Ornithins 
nur ein minimaler Bruchteil nach 5 Minuten Schiitteln im 
van Slykeapparat reagiert und daB die Gesamtmenge dieses Stick- 
stoffes erst nach 30 Minuten abgespalten wird. Als wir aber 
reines Ornithinsulfat daraufhin untersuchten, fanden wir, dab 
Ornithin nach 5 Minuten schon 88 °/, seines Gesamt-N abspaltet: 


Ornithinsulfat: 
Gesamt-N . . . . . . 18,72 mg 
5 Min. Schiitteln v.Slyke-N . . . . . . 12,03 mg 
80 Min. -" _ » «© » « » OTe 


In zahlreichen Versuchen konnten wir dieses Verhalten des 
Ornithins immer wieder bestitigen. Seine beiden Aminogruppen 
verhalten sich bei 20° im van Slykeapparat also vollkommen 
gleichwertig. Nun finden sich iiber das Verhalten des Lysins 
bei dieser Reaktion die folgenden sich widersprechenden Angaben: 
nach Sure und Hart?) reagieren bei 0—1° und schwacher Kon- 
zentration nur 50 °/, des Stickstoffes, wiihrend bei 32° schon beide 
Aminogruppen nach 5 Minuten abgespalten werden. Andererseits 
findet sich z. B. in Hoppe-Seylers Handbuch der phys. und 
path.-chem. Analyse?) die Angabe, da Lysin mit seinen beiden 
Aminogruppen bei 20° erst nach 30 Minuten reagiert. Wir fanden 
nun bei der Uberpriifung dieser Verhiltnisse, daB eine m/10- 
Lysinlésung bei 20° schon nach 5 Minuten Schiitteln im van Slyke- 
apparat seinen ganzen Stickstoff abgibt.’) 


Beispiel : 

m/10-Lysinchlorhydrat: 
5 cem geben nach Kjeldahl . . . . .. . . 139mg N 
5eem ,, - " nach 5Min.. . . . 13,9mgN 
5eem ,, rm - » Dyes « + Dee 


Ebenso verhielt sich eine Lésung der freien Base. Es sei dazu noch 
bemerkt, daB wir diese Versuche mit Ornithin und Lysin auch mit Priparaten 
verschiedener Provenienz ausgefiihrt und immer dieselben Resultate er- 


halten haben. 
Dieses Verhalten des Lysins ist auch durchaus zu erwarten. 
Nach den zahlreichen Untersuchungen der letzten Jahre beruht 





1) J. of. biol. Chem. 31, 527 (1917). 

*) Springer 1924, S. 587. 

°) Vgl. dazu auch Dunn u. Schmidt, J. of biol. Chem. 58, 401 (1922); 
Wilson, J. of biol. Chem. 56, 183 (1923). 
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das Vorkommen der freien Aminogruppen in den Proteinen zum 
gréBten Teil darauf, daB die endstindigen Lysinaminogruppen 
sich nicht in Peptidbindung befinden. Dementsprechend haben 
lysinfreie Proteine (z. B. Clupein, Gliadin usw.) keine freien Amino- 
gruppen. Lysinreiche Proteine reagieren aber schon nach 
5 Minuten entsprechend ihrem Lysingehalt mit salpetriger 
Siure. Wiirde nun aber die endstaindige Aminogruppe des Lysins 
erst nach 30 Minuten reagieren, so kénnten sich die Proteine 
nicht in der genannten Weise verhalten. 


Da also Ornithin sich nach van Slyke wie beschrieben ver- 
halt, wire dadurch auch die Méglichkeit gegeben, die Arginase- 
wirkung mit dem van Slykeverfahren zu verfolgen. ‘Trotz der 
mitgeteilten Ubereinstimmung bei der Untersuchung des Arginin- 
peptides méchten wir aber doch davon aus folgenden Griinden 
abraten. Erstens wird die Arginasespaltung am besten in Glyko- 
koll—Natronlaugepuffer durchgefiihrt, wodurch das van Slykever- 
fahren illusorisch werden wiirde. Zweitens besteht immer die 
Gefahr, daB je nach den gewihlten Bedingungen der gebildete 
Harnstoff teilweise mitreagiert. Die Bestimmung des Harnstoffes 
durch die spezifisch wirkende Urease ist daher auf jeden Fall 
vorzuziehen. In Lésungen, welche frei von Glykokoll sind, kann 
man auch tatsaichlich in Ubereinstimmung mit dem mitgeteilten 
Verhalten des Ornithins die Arginasespaltung mit dem v. Slyke- 
verfahren verfolgen. Arbeitet man aber mit héheren Arginin- 
konzentrationen, so erhalt man durch teilweises Mitreagieren des 
Harnstoffes leicht etwas zu hohe Werte. Wir haben uns in zahl- 
reichen Versuchen von diesem Verhalten iiberzeugt, glauben aber 
aus Raumersparnisgriinden auf die Wiedergabe der Protokolle 
hier verzichten zu kénnen. 


In Ubereinstimmuug mit diesem Verhalten konnten wir nun 
feststellen, daB das bei der Kinwirkung von peptidasefreier Ar- 
ginase entstandene Ornithin-Argininpeptid schon nach 5 Minuten 
wihrendem Schitteln mit zwei N-Atomen reagierte (eine «- und 
eine endstandige Aminogruppe). Wie aus der T'abelle hervorgeht, 
erhielten wir schon nach 5 Minuten Schiitteln statt der fiir ein 
N zu erwartenden 2,15 mg N die doppelte Menge, niimlich 5,2 mg N 
(berechnet 4,30 mg fiir 2 N). Diese etwas zu hohen Werte sind 
durch spurenweises Mitreagieren des bei der Spaltung entstandenen 
Harnstoffs zu erkliren. Dieser Harnstoff kommt natiirlich be- 
sonders in den 30 Minutenwerten zur Geltung. 
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Bei Einwirkung von ungereinigter, also peptidasehaltiger Ar- 
ginase fanden wir weit héhere van Slykewerte. 

Aus diesen mitgeteilten Versuchen, die des 6fteren unter 
Ausfiihrung aller erdenklichen Kontrollen wiederholt wurden, er- 
gibt sich wohl mit gréBter Wahrscheinlichkeit der SchluB, daB 
die reine Arginase das Arginylarginin in dem Sinne abbaut, daB 
nur einer der beiden Guanidylreste unter Harnstoff- 
bildung von dem Enzyme abgespalten wird. 

Aus Materialmangel konnten wir das entstandene neue )Di- 
peptid noch nicht auf praéparativem Wege darstellen. Auch die 
Frage, welcher der beiden Guanidylreste dem Enzym zuginglich 
ist, kann vorlaufig noch nicht mit Sicherheit beantwortet werden. 

Nach den Untersuchungen von Felix, Miller und Dirr’) 
ist anzunehmen, daB nur dasjenige Argininderivat vom Enzym 
gespalten wird, welches ein N-Atom der w-Aminogruppe sub- 
stituiert enthilt. 

Die geschilderten Versuchen gewinnen besonders dadurch an 
Interesse, daB in neuester Zeit J. A. Dauphinee und A. Hunter”) 
die enzymatische Abspaltung des Arginins aus Proteinen zum 
Gegenstand ihrer Untersuchung machten. Sie fanden unter 
anderem, daBb bei der kombinierten Einwirkung von Trypsin und 
Arginase auf verschiedene Proteine schon nach drei Stunden die 
Halfte des Arginins der Arginasewirkung zuginglich ist. Da wir 
nun gezeigt haben, daB das Arginin, welches sich in Peptidbindung 
befindet, teilweise schon der Enzymwirkung zuginglich gemacht 
ist, wird es von groBem Interesse sein, die Wirkung der nach 
Waldschmidt-Leitz gereinigten Proteasen auf Proteine mit an- 
schlieBender Arginasespaltung zu untersuchen. Besonders die oben 
beschriebene leichte Aufspaltbarkeit des Arginylarginins durch 
Peptidase laBt diese Untersuchung als notwendig erscheinen. Mit 
der Frage, ob in den gewohnlichen Proteinen Arginylargininkomplexe 
enthalten sind wie im Clupein, oder ob die Argininmolekiile gleich- 
miiBiger tiber die ganze Peptidkette verteilt sind, sind wir schon 
seit lingerer Zeit beschaftigt und sie wird im AnschluB an die 
interessanten Ergebnisse von Dauphinee und Hunter (a. a. O,) 
wahrscheinlich einer Lisung zugefiihrt werden kénnen. 

Endlich sei noch erwihnt, dab wir die Reaktionskonstante 


1) Diese Z. 178, 192 (1928). 
*) Biochemic. J. 24, 1128 (1930). 
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der Arginasewirkung, die seinerzeit von Gross?) untersucht 
wurde, mit gereinigten Fermentlésungen neuerdings zu ermitteln 
suchten. Auch wir fanden wie er, dab ein Absinken der Kon- 
stante vom monomolekularen Reaktionstyp stattfand. 


Zusammenfassung. 


1. Das aus Clupein dargestellte Dipeptid Arginylarginin wird 
bei Voraussetzung dieser Konstitution durch eine im Leberextrakt 
anwesende Peptidase hydrolytisch gespalten. 

2. Es wird eine einfache Methode geschildert, durch welche 
es gelingt, Leberarginase frei von Peptidase zu erhalten. 

3. Wirkt derartig gereinigte Arginase auf das genannte 
Arginylarginin ein, so wird nur eine der beiden Guanidylgruppen 
unter Harnstoffbildung zerlegt. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sprechen 
wir fiir die Gewihrung von Mitteln zur Ausfiihrung dieser Unter- 
suchung unsern ergebensten Dank aus. 


1) Diese Z. 112, 236 (1921). 
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Beitrag zur Kenntnis der Uberventilations-Tetanie. 
Von 
Friedrich Holtz. 
(Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft.) 


(Aus der Biochemischen Abteiluog des Chem. Labor, Gottingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. November 1930.) 


Obgleich die vorliegenden Untersuchungen noch nicht abgeschlossen 
sind, sollen doch Teilergebnisse veréffentlicht werden, da die Fortfiihrung 
zur Zeit nicht mdglich ist. 

Der Ausbruch der parathyreoiden Tetanie ist stets begleitet von einem 
Absinken der Calcium-Konzentration im Serum vom Normalwert von etwa 
10 mg-°/, Calcium auf 7 mg-°/, Calcium und weniger. Da die Behebung 
der Tetaniesymptome fast momentan durch intravenése Calciuminjektion 
erfolgt, und da sich die Erkrankung ginzlich heilen la8t durch regelmaBige 
Zufuhr von Mitteln, die einen Anstieg des Serumkalks bewirken [ Neben- 
schilddriisenhormon, Calcinosefaktor')], so kénnte das Absinken des Cal- 
ciumspiegels als auslésendes Moment der parathyreoiden Tetanie angesehen 
werden. Die Tetanie des Kindes zeigt regelmiBig die gleiche Hypocalcimie *) 
wie die parathyreoide Tetanie. Bei beiden Krankheiten ist der Phosphat- 
gehalt des Serums fast normal, zuweilen vielleicht etwas erhéht. — Die 
Osteomalacie®), zu deren Friihsymptomen ebenfalls nervése Stérungen 
(Schmerzen, Spasmen, Tetanie) gehéren, ist eine weitere Krankheit mit Hypo- 
caleiimie, zeigt aber im Gegensatz zur parathyreoiden und kindlichen Te- 
tanie stets abnorm niedrige Phosphorwerte, wie wir sie sonst nur bei Rachitis 
beobachten. 

Um weitere Erfahrungen iiber die Stérungen des Calcium- 
Phosphat-Gleichgewichtes im Serum und ihre experimentelle Be- 
einflussung sammeln zu kénnen, wurde die Tetanie untersucht, 
welche durch forcierte Atmung im Selbstversuch zu erzeugen ist: 


die zuerst von Vernon®*) beobachtete Uberventilationstetanie. 


Zwingt man eine Versuchsperson bei Kérperruhe vertieft zu atmen, 
so treten nach gewisser Zeit nervése Stérungen auf, und es kommt zu einer 
elektrisehen Ubererregbarkeit der peripheren Nerven. Die Harnreaktion 
verschiebt sich wiihrend des Versuches dauernd nach der alkalischen Seite. 
Foérster- Breslau’) zeigte, daB sich beim Epileptiker durch kurzfristige 
Uberventilation in 55,5°/, der Fille ein epileptischer Anfall auslésen 14Bt. 
Durch diese Beobachtung wurde die Uberventilation ein wichtiges dia- 
gnostisches Hilfsmittel. Der auffilligste Unterschied zwischen einem Epi- 
leptiker und einem normalen Menschen iim Uberventilationsversuch beruht 
nach Férster in einem bedeutend rascheren Ansteigen der elektrischen 
Erregbarkeit beim Epileptiker. Es soll ferner nach Férster beim Normalen 
niemals eine Kathoden-Offnungs-Zuckung mit kleinerer Stromstiirke als 
5 Milliamp. (Facialisreizung) ausgelést werden kénnen. Freudenberg er- 
klirt, daB beim Gesunden, im Gegensatz zum Epileptiker, niemals stirkere 
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Entladungen und klonische Muskelkrimpfe zu erhalten sind. Gyirgy und 
Vollmer®) fanden, daB wihrend der Atmungs-Tetanie die anorganische 
Blutzusammensetzung (Calcium, Kalium und Phosphor) keine Abweichung 
von der Norm aufweist. — Eine forcierte, beschleunigte, dyspnoische At- 
mung soll bei parathyreopriver Tetanie die Kriimpfe einleiten und so ein 
primonitorisches Zeichen sein. [Literatur bei Gydrgy’*)|. 

Es ist von Havard-Reay’) festgestellt worden, dab die Kin- 
atmupg von Luft mit 6—8°/, Kohlendioxydgehalt zu einem An- 
stieg der Serumphosphat-Konzentration fihrt. Auf Veranlassung 
von Embden-Frankfurt untersuchte ich im Hinblick auf diese 
Arbeit das Verhalten des Phosphatgehaltes im Serum bei Atmung 
von reinem Sauerstoff. Es wurde festgestellt, dab bei forcierter 
Atmung mit reinem Sauerstoff der Phosphatgehalt im Serum ab- 
sinkt. Die gleiche Erscheinung tritt in demselben Umfange auf, 
wenn statt des Sauerstoffes gewohnliche Luft zur Uberventilation 
verwandt wird. Parallel mit dem Absinken des Phosphatspiegels 
treten nervése Stérungen in Erscheinung. 


Versuchstechnik. 


Um gut reproduzierbare Versuchswerte zu erhalten, wurde bei vor- 
liegenden Veisuchen folgende Anordnung gewihlt: Die Versuchsperson wurde 
in voéllig horizontaler Lage auf einen Tisch gebettet. Nach einer Vorperiode 
— bis zu 2 Stunden — mit absoluter Ruhe und unbeeinfluBter Atmung 
wurde mit der Uberventilation begonnen. Durch Zureden und Ermahnungen 
wurde die Versuchsperson zu einer langsamen, tiefen Atmung angehalten. 
Die Expiration wurde unterstiitzt, indem von einer Hilfsperson der Thorax 
der Versuchsperson nach unten zusammengedriickt wurde. Die Blutentnahme 
erfolgte durch Punktion der Cubitalvene. Die Bestimmung des Phosphors 
geschah nach einer neuen Methode, die durch Kombination der Embden- 
schen Molybdin-Strychnin-Bestimmung mit unserer eigenen Mikro-Phosphat- 
Bestimmung‘) erhalten wurde. — Die Calciumionen wurden nach der 
Fallung mit Oxalat oxydimetrisch bestimmt. — Um objektiv die nervésen 
Stérungen wihrend der Uberventilation festlegen zu kénnen, wurde wihrend 
der Versuche in Zeitabschnitten die indirekte elektrische Erregbarkeit der 
Muskulatur bestimmt. Da sich die Versuche meist iiber viele Stunden er- 
streckten, so konnten bei diesen Messungen Versuchsfehler entstehen durch 
die wihrend des Versuches wechselnde Durchfeuchtung der Haut, aber auch 
durch Aufsetzen der differenten Elektrode auf nicht dieselbe Hautstelle und 
ferner mit wechselndem Druck. Wir vermieden diese Gefahren. indem sich 
die Versuchsperson mit dem Riicken auf die indifferente Elektrode legte. 
Diese bestand aus einer grofen Kupferplatte, die mit einem mit Kochsalz- 
lésung durchniBten Tuch bedeckt war. So wurde die Haut der Versuchs- 
person durch die eigene Koérperschwere fest auf die indifferente Elektrode 
gedriickt. Mit Hilfe der differenten Knopfelektrode wurde sodann die Haut- 
stelle festgestellt, von der aus die Reizung des betreffenden Nerven am 
leichtesten erfolgen konnte. An dieser Stelle wurde ein Silberdraht durch 
die Haut in das subcutane Gewebe ein- und dann durch die Haut wieder 
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hinausgefiihrt. Die beiden freien Enden des Silberdrahts wurden mit der 
elektrischen Leitung verbunden. So fand die Reizung von dem kurzen Ende 
Silberdraht aus statt, welches unverriickbar wihrend des ganzen Versuches 
unter der Haut festlag. Zur Reizung wihlten wir meist den Nervus tibialis, 


Ergebnis. 

In den Tab. 1 und 2 sind die Stromstirken zusammengestellt, 
die bei indirekter elektrischer Muskelreizung waihrend verschiedener 
Uberventilationsversuche gemessen wurden. Die Werte der Tab. 1 
wurden yon Forster bei Epileptikern unter Benutzung des 
Nervus facialis gefunden, die Tab. 2 enthalt die Milliamperezahlen, 
die wir selbst mit unserer oben beschriebenen Versuchsanordnung 
am Nervus tibialis gewannen. Die Reizstromstirke wird fiir den 
Nervus facialis mit 1,0—2,5 Milliamp., fiir den Nervus tibialis mit 
0,4—2,5 Milliamp. angegeben [Normalwerte®)|; bei Anwendung un- 
serer Hinstichelektrode waren niedrigere Stromstarken zu erwarten. 

Der Vergleich von Tab. 1 mit Tab. 2 ergibt, daB kein prin- 
zipieller Unterschied in den Werten fir die Muskelerregbarkeit 
beim Normalen und Epileptiker wihrend der Uberventilation be- 
steht, daB vielmehr der Normale ausschlieBlich linger atmen muB, 
um zu den gleichen Werten wie der Epileptiker zu kommen. 
Auch fir die Kathoden-Offnungs-Zuckung erhielten wir bei geniigend 
langandauernder Uberventilation Werte, die relativ niedrig lagen 
(z. B. 3,5 Milliamp.). Da der Reiz fiir die Kathoden-Offnungs- 
Zuckung von der Versuchsperson stets als sehr unangenehm emp- 
funden wurde (auch bei niedriger Stromstirke), so wurde bei den 
meisten Versuchen auf diese Reizung verzichtet. 

Etwa 20—30 Minuten nach Beginn der Uberventilation machten 
sich vereinzelte fibrillire Zuckungen bemerkbar. Mit der Versuchs- 
dauer wuchs die Haufigkeit der Zuckungen sowie die Zahl der 
zuckenden Muskeln. — Bald zu gleicher Zeit, bald spiter, traten 
Pariisthesien auf, die sich zumeist von den Enden der Extremi- 
tiiten allmihlich zum Rumpf hinzogen. Zur gleichen Zeit etwa 
begann die Versuchsperson eine gewisse ,,Steifheit“ in allen Glied- 
maBen zu fiihlen, die sich objektiv in einem Widerstand gegen 
passive Bewegungen duBerte. — Diese Steifheit ging mit der Zeit 
iiber in echte tonische Streckstarre. Die Hande waren meist in 
Schreibhaltung fixiert. Opisthotonus wurde beobachtet. Kine 
motorische Unruhe der Versuchsperson und grébere unwillkiirliche 
Muskelkontraktionen konnten nur selten bei verhaltnismiBig langer 
Versuchsdauer beobachtet werden. Wir vermuten aber, da sich 
diese motorische Unruhe zu leichten klonischen Krampfen bei 
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einzelnen nicht epileptischen Versuchspersonen steigern laBt. Am- 
nesie wurde nicht beobachtet. — Nach Beendigung der Uber- 
ventilation verschwanden diese nervésen Stérungen innerhalb von 
etwa einer Viertelstunde. 

Die Untersuchung der Zusammensetzung des Serums ergab, 
daB sich der Calciumgehalt nicht anderte, dab dagegen der Phos- 
phatgehalt absank. Das Absinken des Phosphatgehaltes im Serum 
wurde in samtlicben Versuchen ausnahmslos beobachtet. Wie die 
Tab. 3 zeigt, kann der Phosphatgehalt im Serum bis auf 30°/, 
des Ausgangswertes absinken. Einen Erklirungsversuch kénnen 
wir auf Grund unserer bisherigen experimentellen Ergebnisse noch 
nicht geben. DaB Gyoérgy und Vollmer den Abfall des Phos- 
phors nicht beobachteten, mu auf die geringe zeitliche Dauer 
ihrer Uberventilationsversuche zuriickgefiihrt werden. — Der Re- 
duktionswert des Serums blieb in unseren Versuchen wahrend der 
Uberventilation praktisch unverandert. 


Zusammenfassung. 


Bei der Uberventilationstetanie ist der Phosphatgehalt des 
Serums bis auf ein Drittel des Normalwertes erniedrigt, wahrend 
der Calciumgehalt eine normale Hohe zeigt. 
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Bemerkungen zu den Tabellen: 


Zeit = Minuten nach Beginn der Uberventilation. 
= SchluB der Uberventilation. 

Tab. 1 und 2: Galvanische Erregbarkeit in Milliampere. 
KSZ = KathodenschlieBungszuckung, 
ASZ = AnodenschlieBungszuckung, 
AOZ = Anodenéffnungszuckung. 

Tab. 3: mg-°/,-P = Konzentration der Phosphationen im Serum, aus- 

gedriickt in mg-°/,-P. 
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Tabelle 1. 















































KSZ ASZ AOZ Zeit KSZ 
1,8 2.0 5,5 0’ 3,0 
2,0 1,7 4,0 9’ 2,5 
1,2 0,8 2,0 6’ 2,1 
0,8 0,7 1,2 10’ 1,5 
0,6 0,8 1,0 14’ 1,1 

Tabelle 2. 

KSZ ASZ AOZ Zeit KSZ 
1,0 2,8 2,3 0’ i132 
0,9 2,5 1,7 45’ 0,5 
an 
0,9 2,6 ia 59’ 1,0 
1,0 2,7 1,9 

KSZ ASZ AOZ Zeit KSZ 
1,4 4,0 2,7 0’ 1,3 
1,4 3,8 2,5 20’ 0,9 
0,8 2,4 1,5 70’ 0,4 
1,0 1,8° 1,3 80’ 1,0 
0,8 2.2 1,6 
1,4 2,4 2.0 

Tabelle 3. 

Zeit mg-°/)-P Zeit mg-°/,-P 
0’ 5,3 0’ 

60’ 3,2 60° 
120’ 1, 120’ 
180’ 4,0 185’ 

280’ 

Zeit mng-°/,-P Zeit 
0’ 4,6 0’ 

70’ 2,8 85’ 

145’ 3 0 165" | 

240’ 4,7 






































